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Die internationale Zeitschrift Protoplasma wurde von uns 
im Jahre 1926 begriindet. Seitdem haben wir zuerst allein, spa- 
ter mit Karl Héfler und einer Reihe von Mitherausgebern die 
Redaktion gefiihrt, 34 Jahre hindurch. In diesen vielen Jahren 
hat die Zeitschrift eine weltweite Verbreitung gefunden. Nun- 
mehr scheint es uns an der Zeit, unseren Anteil an der Redak- 
tion anderen Kraften zu tibergeben. Daher sind Manuskripte 
von nun an zu senden an: 


Professor Dr. Karl Héfler, Pflanzenphysiologisches Institut der 
Universitat Wien, Wien I., Dr.-Karl-Lueger-Ring 1 


oder 

Professor Dr. E. Perner, Botanisches Institut der Tierérztlichen 
Hochschule Hannover, Hannover-Kirchrode, Biinte- 
weg 17, Westfalenhof 


oder 

Dozent Dr. K. E. Wohlfarth-Bottermann, Zentral-Labora- 
torium fiir angew. Ubermikroskopie der Universitat 
Bonn, Bonn, Poppelsdorfer Schlof. 


Herbst 1960 
J. Spek F. Weber 


F. Weber + 


Diese Notiz hat Professor Weber wenige Tage vor seinem 
Tode dem Verlag zur Veréffentlichung iibergeben. Der Verlag 
betrauert in dem Dahingeschiedenen nicht nur den Begriinder 
und verantwortlichen Herausgeber der Zeitschrift Protoplasma, 
sondern auch den warmherzigen Freund und Berater. Eine 
Wiirdigung seiner wissenschaftlichen Leistung und Bedeutung 
wird von berufener Stelle gegeben werden. 
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Entwicklungsgeschichtliche Untersuchungen 
zur Spaltéffnungsdoppelbildung 


Von 


W. Wehrmeyer 
Aus dem Institut fiir Botanik der Technischen Hochschule Hannover 
Mit 13 Textabbildungen 


(Eingegangen am 11. Marz 1960) 


Im Normalfall treten die Stomata dikotyler Pflanzen als Einzelspalt- 
6ffnungen auf. Das benachbarte Vorkommen von zwei und mehr Spalt- 
éffnungen ist daher stets als ein Sonderfall bzw. als eine pathologische Er- 
scheinung betrachtet worden (Gertz 1919, Kropfitsch 1951a und b, 
Weber und Kenda 1952, Biinning und Biegert 1953, Kenda und 
Thaler 1953, Meyer 1955, Neubauer und A pandi 1959: Zusammen- 
fassung bei Reuter 1955, S. 68 ff.). Bei der lichtmikroskopischen Unter- 
suchung von Tabakpflanzen wurden benachbarte Spaltéffnungen verschie- 
dentlich angetroffen. Wahrend diese in den Epidermen der Laub-, Kelch- 
und Bliitenblatter und in der Epidermis der Samenkapsel nur gelegentlich 
beobachtet wurden, konnten sie an den Keimblattern des Tabaks unter 
vollig normalen Bedingungen immer wieder festgestellt werden, Benach- 
barte Spaltéffnungen an Keimblattern fanden auch Reese (1950) bei Le- 
pidium, Biinning und Biegert (1953) an Allium-Keimlingen und N e u- 
bauer und A pandi (1959) bei Bauhinia purpurea L. und Cassia-Sim- 
lingen. 


Material und Methode 


Fiir die Untersuchungen stand Saatgut vom Tabak Nicotiana tabacum 
L. ev. Samsun (Samsuntabak) und cv. White Burley (White-Burley-Tabak) 
zur Verfiigung. 

Die Abhingigkeit der Spaltéffnungsverteilung von auferen Faktoren, 
wie Hydratur, Ernahrung, Temperatur und Licht, ist bekannt (Hydratur 
und Licht: Literaturzusammenfassung bei Sch iirmann 1959; Ernahrung: 
Firbas 1931, Mothes 1932, Miiller-Stoll 1947, Simonis 1948: 
Temperatur: Tumanow 1927). Daher erfolgten nach einigen Gewichs- 
hausvorversuchen die Anzuchten in einer regelbaren Klimakammer unter 
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gleichbleibenden Temperatur-, Feuchtigkeits- und Lichtbedingungen (tags 
18° C, 55% rel. Feuchte: nachts 12°C, 90% rel. Feuchte). Die Belichtung der 
Keimpflanzen erfolgte 16 h/d durch Kunstlicht (7 Osram-Leuchtstofflampen, 
und zwar sechs vom Typ L 40 W/32 und eine vom Typ L 40 W/63). Nihere 
Angaben iiber die lichtphysiologische Versuchsanlage finden sich bei Rug e 
(1954). Auf eine méglichst 
gleichmiftige Aussaat in 
Pikiererde gleichbleibender 
Zusammensetzung ist bei 
der Anzucht der Keim- 
pflanzen zu achten. 

Die ersten mikroskopi- 
schen Untersuchungen setz- 
ten 7—13 Tage nach der 
Aussaat, gleich nach dem 
Erscheinen der Keimbliatter, 
ein. Zur Entliiftung der 
Interzellularen wurden die 
Kotyledonen der verschie- 
denen Entwicklungsstadien 
mit Wasser infiltriert und 
die Anzahl der Spaltéff- 
nungsdoppelbildungen pro 
Keimblattunterseite an 872 
Keimblattern ermittelt. Um 
eine zahlenmafige Vor- 
stellung iiber die Verteilung 
der normalen Spaltéffnun- 
gen zu bekommen, erfolgte 
eine Bestimmung der Epi- 
dermiszellen je mm? und 
der Spaltéffungen je mm? 
an 110 Keimblattern friiher 

1 ; t+*+* & © FF Entwicklungsstadien, wobei 
Abb. 1. Prozentuale Haufigkeit der Spaltéffnungs- jeweils  mindestens zehn 
doppelbildungen auf der Keimblattunterseite des Blickfelder pro Blatt aus- 
Samsuntabaks in Abhangigkeit von der Blattent- gezahlt wurden. Ausdiffe- 

wicklung. renzierte und _ unausdiffe- 

renzierte Spaltéffnungen 

und Doppelbildungen sind bei der Gesamtzahl der Spaltéffnungen zusam- 
mengefafi. Die Entnahme des Untersuchungsmaterials erfolgte in Form 
von Stichproben jedoch so, daft ein méglichst einheitliches Blattmaterial zur 
Untersuchung kam. Gleich grofe Blatter sind nur bei lockerer Aussaat als 
physiologisch gleichwertig zu betrachten: zuriickgebliebene bzw. unier- 
driickte Pflanzen zeigen im Vergleich mit jiingeren Keimpflanzen bei gleich 
grofer Keimblattflache abweichende Zahlenverhaltnisse. Die Keimblatt- 
flichen wurden aus den linearen GroéRen der Laminalange und -breite als 


Keimblattflache (mm) 
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Ellipsenflachen bestimmt; diese Anniherung ist fiir die untersuchten jiin- 
geren Keimblatter hinreichend genau. 

Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen stand ein Dialux der 
lirma Leitz zur Verfiigung. Die Mikrophotographien wurden mit einer 
Leica in Verbindung mit dem Mikroansatz ,.Mikas* der Firma Leitz ausge- 


fiihrt. 


Quantitative Untersuchungen zum Vorkommen der 
Spaltéffnungsdoppelbildungen (Sp. D.) 


Benachbarte Stomata, iiberwiegend Spaltéffnungsdoppelbildungen (im 
folgenden Sp. D.), befinden sich ausschlieBlich auf der Keimblattunterseite. 
Beim langsam wachsenden White-Burley-Tabak treten Sp. D. nur selten und 
in geringer Zahl auf; diese Tabaksorie fiel daher fiir die weiteren Unier- 
suchungen aus. Beim raschwiichsigen Samsuntabak dagegen wurden Sp. D. 
bei einem hohen Prozentsatz der Pflanzen aller Anzuchten angetroffen. Die 
Haufigkeit der Sp. D. beim Samsuntabak hiangt in starkem Mae vom Ent- 
wicklungsstadium der Blatter ab. Die friihesten mikroskopischen Unter- 
suchungen an Keimblattern sind kurz vor deren Entfaltung méglich:; die 
Blatter sind dann etwa 1 mm breit und 1.4mm lang. Unter den 872 unter- 
suchien Blattern befanden sich 93 mit einer Keimblattflache um 1 mm’; da- 
von wiesen nur 35,3% Sp. D. auf mit einer mittleren Sp.-D.-Zahl je Keim- 
blatt von 1,5: den Hauptanieil stellten die 779 Blatter mit einer Keimblatt- 
fliche > 1,3 mm’; bei diesen erhéht sich die Haufigkeit der Sp. D. auf 83%, 
die mittlere Sp.-D.-Zahl je Keimblatt auf 2,9. 

Abb. 1 zeigt die prozentuale Haufigkeit der Sp. D. in Abhangig- 
keit von der Blattentwicklung. Die Haufigkeit der Sp. D. steigt also 
mit dem Flachenwachstum der Lamina an und erreicht bei einer Keim- 
blattflache von 3 bis 4mm? ihr Maximum. Mit dem weiteren Wachstum 
der Blatter tritt dann ein leichter Abfall der prozentualen Haufigkeit der 
Sp. D. ein. Die einzelnen Punkte in Abb. 1 beziehen sich auf meist zwanzig 
Keimblattzahlungen aus sieben verschiedenen Tabakanzuchten. Die Zahl der 
Sp. D. pro Keimblattunterseite schwankt zwischen 0 und 13. Fiir die 779 
Keimblatter (> 1.3 mm7*) ergibt sich folgende Aufteilung der Sp. D. pro 
Keimblaitt. 

I 2 3 4 5 


218% 199% 148% 11.0% 69% 


Die Sp. D. verteilen sich auf der Keimblattunterseite unter Bevorzugung 
des reservestoffreicheren Laminabereichs, ohne das Muster der normalen 
Spaltéffnungen zu verandern. 

Die Zunahme der Gesamizahl der Spaltéffnungen und die des Quotien- 
ten aus der Anzahl der Spaltéffnungen/Epidermiszellen (Sp./Ep.-Quotient: 
Salisbury 1928 und 1932, Smith 1937, Schiirmann 1959) mit zu- 
nehmender Keimblattflache ist dem Steigungsgrad der Schwerpunktslinien 
entsprechend zuniachst stark und wird dann geringer (Abb. 2 und 3). 

Ein Vergleich der Sp.-D.-Haufigkeit (Abb. 1) mit der Zunahme der Ge- 
samtzahl der Spaltéffnungen (Abb. 2) zeigt, daf die Sp.-D.-Entwicklung 

1* 
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zeitlich in die Phase der starksten Spaltéffnungsbildungen hineinfallt. Ent- 
sprechendes lait sich aus der Darstellung des Sp./Ep.-Quotienten (Abb. 3) 
ablesen. Dieser steigt mit dem Flachenwachstum der Keimblitter an, d. h. 
die Spalt6ffnungen nehmen im Vergleich mit den Epidermiszellen im Zuge 
der Blattentwicklung relativ starker zu oder die inaiqualen Teilungen, die 


0,320} 
0,300: 
0,280 
0,260 
0,240 
0,220 
0,200 
0,180 
0,160 


0,140 2 
Keimblattflache (mm*) 
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4 5 6 7 8 4 5 6 7 8 
Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2 und 3. Zunahme der Gesamtzahl der Spaltéffnungen und des Sp./Ep.- 

Quotienten mit der Keimblattentwicklung. Die Spaltéffnungsdoppelbildung, die nach 

Abb. 1 bei 3—4mm? Keimblattflache ihr Maximum erreicht. fallt in die Phase 
starkster Spaltéffnungsbildung. 


zur Spaltéffnungsbildung fiihren, treten auf, wenn die allgemeine Teilungs- 
titigkeit der Epidermiszellen praktisch aufgehért hat (Biin ning und Sa- 
gromsky 1948, Biinning und Biegert (1953). Die Sp.-D.-Entwicklung 
fallt zeitlich wiederum in die Phase der stairksten Spaltéffnungszunahme: 
es ist aber im Vergleich der Abb. 1 mit den Darstellungen in Abb. 2 und 3 
auffallig, daf® nach ahnlich verlaufender Anfangsphase die Fahigkeit zur 
Doppelbildung frither nachlaBt als die zur normalen Spalt6ffnungsbildung. 





Untersuchungen zur Spaltéffnungsdoppelbildung 


Aussehen der Spaltéffnungsdoppelbildungen 


Es kénnen zwei oder drei Spaltéffnungen benachbart liegen; Spaltéff- 
nungsdrillinge kommen allerdings nur recht selten (1.2%) zur Beobachiung. 
Gehen wir von dem zahlenmafig bei weitem iiberwiegenden Fall der Sp. D. 
aus, so ergeben sich drei Anordnungstypen: Die beiden benachbarten Spalt- 
6ffnungen liegen nebeneinander (lateral; Abb. 4), sie liegen hintereinander 


Abb. 6. 


Abb. 4, 5, 6 und 7. Laterale. seriale und adossierte Spaltéffnungsdoppelbildung und 

ein Spaltéffnungsdrilling; Abb.6 von der Kapselaufenwand, die iibrigen von der 

Keimblattunterseite des Samsunstabaks. Vergr. Abb. 4 850, Abb. 5 770, Abb. 6 
650. Abb. 7 750X. 

(serial; Abb. 5 und 8), oder die Spaltenrichtungen der beiden Spaltéffnungen 

stehen aufeinander senkrecht (adossiert; Abb. 6 und 9). 

Bei 779 untersuchten Keimblattern mit insgesamt 1887 Sp. D. befan- 
den sich 45.3% laterale, 28.8% seriale und 23.9% adossierte Anordnun- 
gen. Bei den untersuchten Keimblattern wurden 23 Spaltéffnungsdrillinge 
heobachtet (Abb. 7). Es finden sich die gleichen Anordnungstypen ent- 
weder rein (3 Spalt6éffnungen lateral oder serial) oder auch kombiniert 
wieder. Durch Schragversetzung der Spaltéffnungen kommen auch 
Ubergangsformen zwischen den genannten Typen zustande. Vergleichen 
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wir die GréBen der einzelnen Paare miteinander, so iiberwiegen gleich 
groBe Spaltéffnungen, es kommen aber auch erhebliche Gréfenunter- 
schiede zwischen den benachbarten Spaltéffnungen vor (Abb. 4). Nicht 
immer wird die Ausbildung von zwei kompletien Spaltéffnungen er- 


Abb. 8. Abb. 9 


Abb. 8 und 9. Entwicklungsstadien fiir die seriale und adossierte Spaltéffnungs- 
doppelbildung von der Keimblattunterseite des Samsuntabaks, VergréRerungen 
Abb. 8 750, Abb. 9 650X. 


reicht. Es kann der Teilungsschritt, der sonst zur SchlieBzellenbildung fiihrt, 
in einer der beiden Spalt6ffnungsmutterzellen unterbleiben, und es kommt 


> ge 
Abb. 11. 


Abb. 10 und 11. Umdifferenzierung von prospektiven Schliefzellen zu Epidermis- 

zellen. Diese Umdifferenzierung erfolgt unabhangig von der Gegenwart einer be- 

nachbarten funktionstiichtigen Spaltéffnung (Abb. 11). VergréBerungen Abb. 10 
650X. Abb. 11 690X. 


zur Persistenz der Spalt6ffnungsmutterzelle. In anderen Fallen erfolgt die- 
ser Teilungsschritt, aber die Differenzierung zu SchlieBzellen gelingt nicht 
oder nur partiell, und es kommt zur Ausbildung normaler Epidermiszellen 
(Abb. 10 und 11). Im ersten Fall bleibt also eine chloroplastenreiche, un- 
differenzierte Zelle in der Nachbarschaft einer ausdifferenzieriten Spaltéff- 
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nung bestehen und hebt sich von den chloroplastenarmen ausdifferenzierten 
Epidermiszellen der Umgebung ab. Sie kann die Grée der benachbarten 
Spaltéffnung aufweisen oder auch erheblich kleiner bleiben. Bei den 779 
untersuchten Keimblattern (> 1,3 mm*) wurden 173 persistierende Spalt- 
offnungsmutterzellen festgestellt, wobei ein zahlenmafiger Anstieg mit dem 
Alter der Keimblatter zu beobachten war. Die 93 untersuchten. jiingeren 
Entwicklungsstadien wiesen iiberhaupt keine entsprechenden Bildungen auf. 
Die Umdifferenzierung von prospektiven Schliefzellen zu normalen 
Epidermiszellen kommt nicht so haufig zur Beobachtung, da die Umdifferen- 
zierung nur dann eindeutig zu erkennen ist, wenn nur eine SchlieBzelle der 
Spaltéffnung erfaft wird (Abb. 10 und 11). DaB eine Umdifferenzierung 
erfolgt, wurde oben schon aus dem Abfall der prozentualen Haufigkeit der 
Sp. D. im Zuge der Keimblattentwicklung indirekt erschlossen. Die Determi- 
nation der Initialen und ihrer beiden Tochterzellen ist also nicht endgiiltig. 
SchlieBzellen kénnen zu Epidermiszellen werden; sie kénnen ein selbstandi- 
ges, voneinander unabhangiges Wachstum zeigen, wobei sie sich nicht mehr 
als ,Spalt6ffnungseinheit* verhalten (Biinning und Biegert 1953). 
Der Vollstandigkeit halber seien noch einige weitere Erscheinungsformen 
der Sp. D. genannt, die fast ausschlieBlich auf altere Keimblatter beschrankt 
sind. Durch Zellnekrose kénnen wie bei den normalen Spaltéffnungen auch 
einzelne SchlieRzellen der Doppelbildung an sonst ungeschidigten Keim- 
blattern ausfallen. Der Raum der abgestorbenen und daher nicht mehr tur- 
geszenten Zelle wird von den Nachbarzellen ausgefiillt (Obliteration). Da- 
durch kommen Bilder zustande, die den in der Literatur beschriebenen sog. 


.dreizahligen“ Spaltoffnungen entsprechen; dabei liegt der normalen Spalt- 
offnung bei urspriinglich lateraler Anordnung eine dritte SchlieBzelle seit- 
lich an. Nicht nur im Keimblattbereich, sondern auch an den Kelchblattern 
und der Samenkapsel des Tabaks wurden Zellnekrosen dieser Art beob- 
achtet (vergl. auch Gertz 1919). 

Ferner kénnen am Aufbau einer Spaltéffnung drei Schliefzellen beieiligt 
sein. Dabei kommt es zu Stérungen, und eine Zelle geht schlieBlich zugrunde. 


Entwicklung der Spalté6ffnungsdoppelbildungen 


Zur Frage des Entwicklungszeitpunktes der Sp. D. sind oben schon einige 
Angaben gemacht. Danach erfolgt die Sp. D. im Zuge des Flachenwachstums 
der Keimblitter, und zwar setzt sie bei einer Keimblattflache von wenig 
unterhalb 1 mm? ein, erreicht ein Maximum bei etwa 4mm? und fallt damit 
zeitlich in die Phase stirkster Spalt6ffnungsbildung hinein. 

Die normale Spaltéffnungsbildung geht aus von einer Initialen, die 
durch inaquale Teilung einer Epidermiszelle entsteht (Zep f 1952, Biinning 
und Biegert 1953). Die Spaltéffnungsdoppelbildung setzt dementspre- 
chend die Entstehung z weier benachbarter Initialen voraus. In Erweite- 
rung unserer bisherigen Vorstellungen (siehe Diskussion) wird im vorliegen- 
den Falle die Bildung benachbarter Spalt6ffnungsinitialen von zwei benach- 
barten Epidermiszellen her durch eine Vielzahl lichtmikroskopisch beob- 
achtbarer Friihstadien der Entwicklung nahegelegi (Abb. 12 und 13). 
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In vielen Fallen ist eine eindeutige raumliche Zuordnung der benachbarten 
Initialen zu zwei Epidermiszellen méglich. Oft zeigen diese Initialen auf- 
fallige GréBenunterschiede (Abb. 13) und lassen ungleiche Spaltéffnungs- 
paare aus sich hervorgehen (Abb. 4). Durch die zweifache Initialenentste- 
hung wird auch das Vorkommen von adossierten Spaltéffnungen verstind- 
lich, die mit 23.9% doch ein Viertel aller beobachteten Sp. D, ausmachen. 
Bemerkenswert ist ferner das benachbarte Vorkommen von unterschied- 
lichen Entwicklungsstadien. So wurden Spaltéffnungsmutterzellen und -toch- 
terzellen, undifferenzierte und ausdifferenzierte Spaltéffnungen, persi- 
stierende Spaltéffnungsmutterzellen und ausgebildete Spaltéffnungen un- 


Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 12 und 13. Entstehung benachbarter Initialen von zwei benachbarten Epidermis- 
zellen her. Vergr. 775X. 


mittelbar nebeneinander becbachtet. SchlieBlich sprechen auch die Befunde 
iiber drei benachbarte Spaltéffnungen fiir die Annahme mehrfacher Ini- 
tialenbildung und voneinander unabhangiger Weiterdifferenzierung. 

Die Zahlenangaben iiber die Haufigkeit von Spaltéffnungsdoppelbildun- 
gen im Zuge der Keimblattentwicklung (Abb. 1) umfassen die undifferen- 
zierten und ausdifferenzierten Sp. D. Das Absinken der prozentualen Hau- 
figkeit der Sp. D. mit zunehmender Keimblattentwicklung geht wahrschein- 
lich auf den Anteil der undifferenzierten SchlieBzellen zuriick, der durch 
Umdifferenzierung zu Epidermiszellen der spaiteren Beobachtung entgeht. 
Dieser Anteil ist nur gering. Vergleicht man dagegen die Anzahl benach- 
barter Initialen mit der endgiiltigen Sp. D.-Zahl pro Keimblatt, so ergibt 
sich, dab Umdifferenzierungsprozesse in viel starkerem Mafe in friihen Ent- 
wicklungsstadien stattfinden miissen. Ahnliche Befunde machten auch 
Biinning und Biegert (1953) an Allium-Keimlingen. 

Initialen treten ferner nicht nur paarweise, sondern auch in Gruppen 
auf; jedoch zeigt ein Vergleich der Anzahl der gefundenen Spaltéffnungs- 
drillinge mit den beobachtbaren .,[nitialennestern*, da bei ihnen die Wei- 
terentwicklung und Differenzierung sehr haufig Abwandlungen und St6- 
rungen erfahren kann. 





Untersuchungen zur Spaltéffnungsdoppelbildung 
Diskussion 


Das Auftreten der Spaltéffnungsdoppelbildungen an der Keimblatt- 
unterseite des Samsuntabaks kann als ein Sonderfall der Spaltéffnungs- 
differenzierung, nicht aber als pathologisch angesehen werden. Es besteht 
weder ein kausaler Zusammenhang mit einer Virusinfektion (Weber und 
Kenda 1952) noch mit einer Pilzinfektion (Meyer 1955): auch ist eine 
Beeinflussung der Spaltéffnungsentwicklung durch UV-Strahlung (K ro p- 
fitsch 1951 b) oder durch Wundreiz (Neubauer und A pandi 1959) 
auszuschlieBen. Vielmehr treten die Sp. D. bei einem hohen Prozentsatz 
der véllig gesunden Keimpflanzen aller Anzuchten des Samsuntabaks auf. 

Das regelmaBige Auftreten benachbarter Spaltéffnungen zwingt zur 
Annahmine benachbarter Initialenentstehung und einer entsprechenden Dif- 
ferenzierungspotenz zu SchlieBzellen. Die Bildung benachbarter Initialen 
kann durch einen zusatzlichen aiqualen Teilungsschritt der Spaltéffnungs- 
mutterzelle (Weber und Kenda 1952, Jantsch 1959) oder auf Grund 
eines zusatzlichen inaqualen Teilungsschrittes der epidermalen Stammzelle 
(Biinning und Biegert 1953) zustande kommen. In der vorliegenden 
Arbeit wird nun die Méglichkeit aufgezeigt, da auch von zwei benachbar- 
ten Epidermiszellen her durch je einen inaqualen Teilungsschritt benach- 
barte Initialen gebildet werden kénnen. Das Vorkommen von adossierten 
Spaltéffnungsdoppelbildungen und von Spalt6éffnungsdrillingen, die unter- 
schiedliche GréBe benachbarter Initialen und die Ungleichheit ihrer Ent- 
wicklung und besonders die eindeutige Zuordnung benachbarter Initialen 
zu zwei Epidermiszellen sprechen fiir diese Annahme. Entwicklungsge- 
schichtliche Untersuchungen zum Vorkommen von sechs und sieben lateral 
benachbarten Spaltéffnungen (Kropfitsch 1951a und Kenda und 
Thaler 1953) kénnen vielleicht weitere Aufschliisse liefern. 


Zusammenfassung 


Benachbarte Spaltéffnungen (Spaltéffnungsdoppelbildungen und -dril- 
linge) treten in der Epidermis der Keimblattunterseite des Samsuntabaks 
bei einem hohen Prozentsatz véllig gesunder Keimpflanzen unter normalen 
Bedingungen in meist geringer Anzahl regelmaBig auf. Es wurden quanti- 
tative Untersuchungen iiber das Auftreten der Doppelbildungen im Zuge 
des Keimblattwachstums im Vergleich mit der normalen Spaltéffnungszu- 
nahme durchgefiihrt. 


Die verschiedenen Formen der Spaltéffnungsdoppelbildung werden be- 
schrieben und entwicklungsgeschichtlich untersucht. Die Entwicklung der 
Spaltéffnungsdoppelbildung kann danach von zwei Initialen ausgehen, die 
durch je einen inaqualen Teilungsschritt von zwei benachbariten Epidermis- 
zellen her sich ableiten. Nur einem Teil der so entstandenen benachbarten 
Initialen gelingt die normale Ausdifferenzierung zu funktionstiichtigen Spalt- 
Offnungen. Offensichtlich kommt es besonders auf der Stufe der Initialen, 
seltener auf dem Stadium der Spalt6ffnungstochierzellen zur Umdifferen- 
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zierung zu normalen Epidermiszellen; fiir altere Keimblatter ist daneben 
die Persistenz von Spaltéffnungsmutterzellen in der Nachbarschaft aus- 
differenzierter und umdifferenzierter Spalt6ffnungen beobachtet. 
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Einleitung 


Die im folgenden untersuchte Rotalge Callithamnion granulatum (Ducl.) 
J. Ag. wurde von Prof. Dr. Karl Héfler zusammen mit verschiedenen 
anderen Meeresalgen zu Ostern 1959 bei Lovrana (Jugoslawien) aus der 
Adria persénlich aufgesammelt und lebend mit nach Wien ins Pflanzen- 
physiologische Institut gebracht. Callithamnion granulatum fiel dadurch 
auf, daB es in den meisten Zellen eigenartige runde Inhaltskérper aufwies. 
Um Tonoplasten, wie wir anfangs meinten, konnte es sich dabei nicht han- 
deln, da diese wohl nur nach Einwirkung hypertonischer Lésung sichtbar 
wiirden (vgl. Bie b1| 1938). Uber einige Versuche, die mit dieser Alge ange- 
stellt wurden, um die Natur der Inhaltskérper aufzuklaren, soll im folgen- 
den berichtet werden. 

Callithamnion granulatum (Ducl.) J. Ag. gehért zu den Ceramiaceen 
und ist im Mittelmeer beheimaiet (H a uc k 1885; F unk 1927, 1955; Feld- 
mann 1940). Es besitzt reichlich allseitig verzweigte Stammchen, die nur 
in den untersten Abschnitten berindet sind. Die oberen Astchen sind fast 
regelmaBig dichotom verzweigt und bilden dichte Biischel (abgebildet bei 
Kiitzing 1846—71, Tabulae phycologicae, XII; F el dmann 1940, p. 489). 
Tetrasporangien waren an dem Material recht haufig. Die einzelnen Zellen 
zeigen bei Scharfeinstellung der oberen Zellbegrenzung schén das ,,puzzle~ 
der intakten Rhodoplasten (Abb. 1, vgl. auch Bie bl 1936) und dariiber 
noch reichlich stark lichtbrechende Mikrosomen, die nach wochenlanger Kul- 
tur stark vermehrt erschienen, wahrend die inzwischen farbloser und zarter 
gewordenen Rhodoplasten kaum sichtbar waren. 

Bei tieferer Einstellung der optischen Ebene sind im Grofteil der Zellen 
gelblichweif schimmernde, annihernd kugelférmige Gebilde zu sehen, die 
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mit einer scharfen Grenzlinie gegen den iibrigen Zellsaftraum abgeschlossen 
sind (Abb. 2, 4). Oft ist nur ein solcher Kérper vorhanden, oft aber zahl- 
reiche, die dann kleiner sind als die einzelnen. Interessant ist, da® i m D u n- 
kelfeld diese Kugeln grauweif aufstrahlen, wahrend die 
ubrige Zelle dunkel bleibt (Abb. 3, 5). Eine Zelle, die 135 u lang und 36 « 
breit war, zeigte im Inneren eine Kugel von 34,5 «1 Durchmesser. In Seiten- 
iistchen fanden sich solche von 18.4 « Durchmesser oder langliche Ovale mit 


Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Rhodoplasten bei hoher Einstellung der optischen Ebene. 
Abb. 2. Bei tieferer Einstellung sieht man den grofen, ovalen Inhaltskérper in der 
Zelle. 


Abb. 3. Im Dunkelfeld leuchtet die Kugel grauweiB auf. 
> oD 


den Abmessungen 18.9 « und 27 u. Im ultravioletten Licht zeigt sich, dak 
die Zellen mit den Kugeln noch ganz ungeschadigt sind, da sie schén dun- 
kelrot fluoreszieren, wahrend tote Zellen, deren Phycoerythrin-Farbstoff in 
den Zellsaft ausgetreten ist. grell gelbrot aufleuchten (vgl. Wimmer und 
Hofler 1953, Héfler und Diivel 1954, Ho fler 1956). 


Versuche 


Zur naheren Untersuchung wurden kleine Stammchen von Callithamnion 
zunachst 20 min bei 2300 Touren zentrifugiert. Fast nirgends waren die Pla- 
stiden verlagert. nur in einigen Zellen waren die Inhaltskérper verlagert 
und sogar deformiert wie etwa eine knetbare Masse (Abb. 6). Immer lagen 
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sie, falls sie verlagert wurden, am zentrifugalen Zellende. Bei einstiindiger 
Zentrifugierung waren auch die Rhodoplasten teilweise verlagert. Die In- 
haltskérper und Mikrosomen waren meist ganz verlagert. 

Sodann wurde die Alge plasmolysiert. In 3fachem Seewasser (SW) tritt 
schon nach 1—2 min starke, buchtige Plasmolyse ein (vgl. Héfler 1931 
iiber die Plasmolyse bei Rotalgen), wobei der Inhaltskérper sich nicht os- 
motisch in seiner GréBe andert, sondern nur zwischen den Buchten ge- 


Abb. 4. Abb. 3. 


Abb. 4. Zweigstiick im Hellfeld. Fast in jeder Zelle liegen ein oder mehrere Inhalts- 
korper. 


Abb. 5. Ein Zweigstiickk im Dunkelfeld. 


quetscht wird. Saugt man wieder einfaches SW durch das Priparat, so geht 
die Plasmolyse sofort zuriick. Der gut sichtbare Inhaltskérper ist nur leicht 
verquetscht und nimmt erst nach einigen Minuten seine kugelige Gestalt an 
(Abb. 7a, b, c). Die Zelle selbst ist noch véllig intakt, die Rhodoplasten 
zeigen das typische ,,puzzle*. Fast alle Zellen lassen sich noch einige Male 
plasmolysieren und deplasmolysieren, wobei das Plasma stets an den glei- 
chen Stellen von der Wand gelést wird. 

Zur Bestimmung des osmotischen Wertes wurde eine abgestufte SW- 
Konzentrationsreihe verwendet, die bewies, daft Callithamnion granulatum 
héhere Werte zeigt als die Mehrzahl der anderen bis jetzt untersuchten 
Rotalgen (H6fler 1931, Biebl 1937 a, b). 

3.0 SW: stark buchtige Plasmolyse 

2.5 SW: groke Buchten 
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2.0 SW: nur ganz kleine Buchten, nicht in allen Zellen. 

1.5 SW: keine Plasmolyse mehr. 

In weiteren Versuchen wurde Callithamnion granulatum mit verschie- 
denen Farbstoffen vitalgefarbt. Legt man kleine Teile eines Stammchens 
in eine Neutralrotlésung (1 : 10.000 in SW, also ca. pH 8,2), so farben sich 
nur geschadigte Zellen. in denen die Rhodoplasten schon abgekugelt sind 





Abb. 6. Callithamnion granulatum, zentrifugiert. Die Inhaltskérper sind verlagert. 


oder tropfenférmige Gestalt angenommen haben, diffus rot an, wahrend 
die Kugeln dunkelrot erscheinen. In den Zellen, die ganz gesund sind und 
véllig intakte Rhodoplasten aufweisen, farben sich vornehmlich 


Abb. 7. Callithamnion granulatum, a Plasmolyse in 3.0 SW; b Deplasmolyse, Nur 


der Inhaltskérper ist noch deformiert; c Nach 5 min ist auch der Inhaltskérper 
wieder abgerundet. 


die Inhaltskoérper., und zwar schén erdbeerrot an. Dieser Farb- 
ton zeigt an, daft das Neutralrot nicht an irgendwelche Farbe speichernde 
Stoffe chemisch gebunden ist. Saugt man n/10 NH, durch das mit Neutralrot 
gefarbte Praparat, so entfarbt sich die ganze Zelle, nur in den Kugeln wird 
die Farbe. jetzt stark gelborange. festgehalten. Diese Reaktion kénnte dar- 
auf hindeuten, daft Lipoide an der Zusammensetzung dieser Inhaltskérper 
maBgeblich beteiligt sind (vgl. Kinz el] 1954, 1958, H6fler und Schind- 
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ler 1955). Erst nach Durchsaugen einer Koffeinlésung (1%) werden auch 
die Kugeln entfiarbt. Daf die Zellen hiebei nicht abgetétet worden waren, 
bewies eine nachfolgende Plasmolyse in 3,0 SW. die in den meisten Zellen 
noch starke Buchten hervorrief. Bei neuerlicher Neutralrotfairbung traten 
die Kugeln wieder schén erdbeerrot hervor. 

Bei Anfarbung mit Nilblausulfat (bei pH 10,7) werden die jungen 
Zweigspitzen oft hellblau gefarbt, wahrend in alteren Zellen nur die Kugeln 
zartblau erscheinen. Bei starkerer Farbung sind die Zellen blau, die Kugeln 
aber tiefblau. Viele Zellen sterben aber ab, wie eine nachfolgende Plasmo- 
lyse mit 3,0 SW zeigt. Im UV-Licht zeigen die blauen Kugeln intakter Zellen 
keine Fluoreszenz, wahrend die Eigenfluoreszenz toter Zellen deutlich sicht- 
bar ist. Saugt man vorsichtig n/10 NH, durch das Priaparat, so farbt sich nur 
der Protoplast augenblicklich rot, waihrend die Kugeln nach wie vor tief- 
blau bleiben. Daraus laBt sich schlieBen, daB nicht Neutralfette in den Ku- 
geln enthalten sind, denn diese miiBten sich gelbrot farben (H6fler und 
Diskus 1957). 

Legt man Callithamnion granulatum in Brillantcresylblau (ca. 8 min, 
1 : 10.000, bei pH 8,4), so farben sich die jungen Zweigenden stark an, und 
zwar violett. In diesen Zellen sind aber die Rhodoplasten schon stark ab- 
gerundet, die Zellen sind offensichtlich durch den Farbstoff geschadigt wor- 
den. In den alteren Zweigzellen und in den gréferen Stammzellen sind 
lediglich die Kugeln angefarbt und das in einem rein blauen Farbton. In 
ganz alten Zellen sind diese Inhaltskérper nicht rund, sondern manchmal 
eckig und klumpig, diirften also wohl eine festere Konsistenz besitzen. In 
den Zellen, wo der iibrige Protoplast wie die Membran ungefarbt ist, sind 
auch die Rhodoplasten noch ganz gesund. 

Bei Einwirkung von Toluidinblau (in SW) tingieren sich zuerst die Zell- 
wande dunkelviolett. Spater zeigt eine Plasmolyse in 3,0 SW, daB die 
Wande farblos sind, wahrend der Protoplast zart violett und die Kugel aber 
starker violett erscheint. Dieser Farbton zeigt, wie der blaue von Brillant- 
cresylblau, das Fehlen von farbstoffspeichernden Komponenten in den In- 
haltskérpern (Kinzel 1954, 1958, H6fler und Schindler 1955, H6 f- 
ler und Diskus 1957). 

Rhodamin B farbt die ganze Zelle leicht rosa an, etwas starker farben 
sich die Kugeln, auch dies spricht fiir einen Lipoidgehalt der Kugeln. 

In Acridinorangelésung (1 : 10.000 in SW) farben sich nach 5 min die Zellen 
leicht rosa an, wahrend in fast jeder Zelle eine goldgelb gefarbte Kugel zu 
finden ist. Manche Zellen sind von mehreren Kugeln oft ganz erfiillt. Im 
UV-Licht leuchten die Kugeln in sattem Rostrot auf (diese Reaktion lauft 
gleichsinnig mit den iibrigen Farbeergebnissen, vgl. Héfler 1946, 1947, 
1949, Kinzel 1958, Diannelidis und H6f ler 1959). Der iibrige Zell- 
inhalt leuchtet in dunklerem Rot, wahrend die Membranen an manchen 
Stellen ganz durchsichtig zart griinblau fluoreszieren. 

Vergleicht man das Verhalten der Inhaltskérper von Callithamnion 
granulatum verschiedenen Vitalfarbstoffen gegeniiber mit dem der Elaio- 
plasten von Laurencia obtusa (Diannelidis und Héfler 1959), so 
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zeigen sich betrachtliche Unterschiede. Neutralrot farbt bei Callithamnion 
die Inhaltskérper an, wihrend bei Laurencia die Elaioplasten farblos blei- 
ben. Ebenso stimmt die Farbung mit Nilblau nicht iiberein, da im alkali- 
schen Bereich die Elaioplasten orangerot gefiarbt sind, wahrend die Kugeln 
von Callithamnion ihre blaue Fiarbung beibehalten. Acridinorange zeigt im 
UV-Licht bei Laurencia griine, bei Callithamnion dagegen kupferrote Fluo- 
reszenz. Die Inhaltskérper dieser beiden Rotalgen, die allein schon durch 
die Lage in der Zelle (bei Laurencia liegen sie im Plasma, bei Callithamnion 
stets im Zellsaft) verschieden erscheinen, zeigen also durch ihr Verhalten 
gegeniiber Vitalfarbsioffen auch ihre unierschiedliche chemische Beschaffen- 
heit an. 


*% 


Stirbt bei Callithamnion granulatum eine Zelle ab, z. B. beim Zusetzen 
von 30% Alkohol, so entfarben sich die Kugeln und verschwinden vollstan- 
dig. 

Interessant war iiberhaupt die Beobachtung, da beim Absterben der 
Zellen diese Inhaltskérper véllig verschwanden. Dabei wurde zuerst die 
Kontur unscharf, dann wurde der zuerst helle Fleck undeutlicher. Dieser 
Vorgang setzte in dem Augenblick ein, sobald die Rhodoplasten sich auf- 
lésten und den Farbstoff an die Vakuole abgaben. Die Auflésung dieser 
Kugeln konnte auch durch Anwendung verschiedener Fixiermittel (Formol, 
Pfeiffer-Gemisch, 50% Alkohol) nicht verhindert werden. Bei Formol blieben 
sogar die Rhodoplasten in ihrer Gestalt erhalten, doch die Kugeln waren 
aufgelést. Sie verschwanden auch in n/10 Schwefelsaure. n/10 Kalilauge und 
n/10 Natronlauge. 

Nur in konzentrierter Salpetersaiure schrumpften die Kugeln zu kleinen 
granulierten Klumpen, doch bei einem Druck auf das Deckglas zergingen 
auch diese. 


Besprechung 


Die Versuche zeigten, da® die eigentiimlichen, weifschimmernden Ku- 
geln oder Ovale. die in den meisten Zellen von Callithamnion granulatum 
zu finden sind, fliissige bis zahe Beschaffenheit aufweisen. In der lebenden 
Zelle sind sie scharf konturiert und liegen frei im Zellsaftraum. Das laBt 
sich leicht nachweisen, wenn man mit einer diinnen Glasnadel unter dem 
Mikroskop auf die Zellen driickt. Bei einiger Vorsicht laBt sich die Kugel 
innerhalb der Vakuole verschieben. Die durchgefiihrten Vitalfarbungen ma- 
chen es wahrscheinlich, daB es sich bei den Inhaltsk6rpern in Callithamnion 
granulatum nicht um Gerbstoffe (keine Fallung mit Koffein) oder ahnliches, 
oder um schleimige Pektinstoffe (Alkohol lost die Kugeln auf) handelt, son- 
dern daf sie eher lipoidartige Stoffe enthalten diirften; dies ist aus der Art 
der Nilblaufarbung ersichtlich und auch daraus, daft Neutralrot bei An- 
wesenheit von NH, festgehalten wird. 

In der Literatur sind diese Kérper noch kaum beachtet, nur Berthold 
(1882, S. 698/99) beschreibt sie von Callithamnion granulatum und stellt 
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sie in eine Gruppe mit den Elaioplasten von Laurencia obtusa (vgl. Dia n- 
nelidis und Héfler 1959) und den sogenannten ,,irisierenden Kérpern™ 
bei verschiedenen Rotalgen (vgl. auch v. Faber 1913, Mangenot 1933 
u. a.). Diese liegen aber im Protoplasma und nicht im Zellsaft, wie bei Calli- 
thamnion, stellen also Zellorganellen dar, wie dies besonders fiir die Ol- 
kérper von Laurencia obtusa von Diannelidis und Héfler (1959) 
erwiesen wurde. Dangeard (1940, 1956) sieht mit einigem Vorbehalt in 
diesen Kérpern Ausbildungen des Vakuoms und reiht sie unter die ,,vacuo- 
les spécialisées* ein. Auch K ny (1870) fand in Chondriopsis coerulescens 
im Zellsaft blaBgelbe Kérper. die das Irisieren hervorriefen. Fiir alle diese 
Gebilde nimmt Berthold wie auch andere Autoren (K y lin 1937, 1956: 
Dangeard 1956) eine Lichtschutzfunktion an. Diese .corps irisantes™. 
wie sie diese Autoren nennen, liegen in den obersten Zellschichten der be- 
treffenden Thalli und rufen ein auffalliges Blauschimmern dieser Rotalgen 
hervor. Sie sollen die schidigende Wirkung der Sonnenstrahlen durch Zer- 
streuen des Lichtes verhindern und sogar je nach Beleuchtungsintensitat ver- 
lagert werden kénnen. Bei Callithamnion trifft dies aber nicht zu. [hrem 
Bau und ihrer Lage nach sind die Kugeln wahrscheinlich im Zellsaft aus- 
geschiedene Substanzen. Ihrer Ancrdnung nach finden sie sich in den auBe- 
ren Zweigen viel seltener und oft nur in Einzahl, wahrend gerade dliere 
Zellen im Innern der Zweige oft ganz erfiillt davon sind. Bei langerer Kul- 
tur am schattigen Nordfenster nahmen die Kugeln eher noch zu, wahrend 
die meisten Autoren eine Abnahme der irisierenden Kérper im Schatien 
beobachten konnien. 


Bei den Kugeln in Callithamnion granulatum diirfte es sich eher um 
Stoffwechselprodukte handeln, iiber deren Bedeutung fiir die lebende Zelle 
im Augenblick aber nichts ausgesagt werden kann. 
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Uber Chloroplastenkontraktion bei Closterium lunula 
und deren Reversibilitat 
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Karl Burian 
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(Eingegangen am 4. Marz 1960) 


Einleitung 


Die Desmidiacee Closterium lunula, der die vorliegenden Untersuchun- 
gen galten, zeichnet sich vor anderen Zieralgen durch ihre stattliche GréBe 


(Linge des verwendeten Materials 600 bis 650 «. Breite etwa 70 bis 90 1) 
und die lebhafte Str6émung ihres Plasmas aus. 


Die langgestreckte, in ihrer Lingsachse leicht gebogene Alge besitzt eine 
sehr durchsichtige, in der Langsrichtung leicht skulpturierte Membran. Die 
Vakuole ist meist vielfach zerteilt (Wabenvakuole, s. Kiermayer 1954), 
die beiden endstandigen Vakuolenteile enthalten Gipskristallchen, die sich 
bei der ungeschadigten Zelle in lebhafter BMB befinden. Der walzenférmige 
Chromatophor schlieBlich besteht aus zwei deutlich voneinander ab- 
gesetzten Halften, deren aufgeseizte Langsrippen nach auffen zackig kon- 
turiert sind (Abb. 1). Diese Zacken dienen ahnlich wie bei Netrium digitus 
der Befestigung des Chloroplasten im wandstandigen Plasma (Kopetzky- 
Rechtperg 1954), 

Die Desmidiaceen sind seit Cholnoky und Héfler (1950) beliebte 
Objekte der Zellphysiologie (H6fler 1951, Héfler und Schindler 
1951, 1953, 1955, Krebs 1951, Loub 19514, Hirn 1953, Kiermayer 
1954, E. Huber 1955, Url 1955, Hofler und Diskus 1957). Dabei 
wurde auch Closterium lunula mehrfach zu Versuchen herangezogen. So 
stellten Hofler und Schindler (1953) fest, ....da Closterium 
lunula weitaus am empfindlichsten unter allen der Farbbehandlung unter- 
worfenen Desmidiaceen ist“ (vgl. auch Loub 1951). 

Kiermayer (1954) fiihrte an Closterium lunula Zentrifugierungsver- 
suche durch und Vitalfarbungsstudien mit Neutralrot, wobei er hinsichtlich 
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Metachromasie und Vakuolenkontraktion teilweise zu etwas abweichenden 
Ergebnissen kam. 

Eibl (1939, 1941) hatte Micrasterias rotata zenirifugiert und nach der 
Verlagerung der Chloroplasten die Wiederherstellung des urspriinglichen 
Zustandes beobachtet. [hm war das hoéchst auffallende Phanomen der 
Chloroplastenkontraktion bei Vitalfarbung schon bekannt. 
jedoch war die Frage nach der Reversibilitat dieser Kontraktion 
uoch offen. Unter dieser Fragestellung. der Frage also, ob Clesterium 
lunula imstande sei. die durch chemische oder mechanische Reize in der 
Zelle hervorgerufenen Veranderungen wieder riickgangig zu machen, wur- 
den die folgenden Versuche durchgefiihrt. Die mechanische Reizung wurde 
analog zu Eibls (1939) Klopfversuchen durchgefiihrt, 


Abb. 1. Plastidenkontraktion von Closterium lunula nach schwachem Klopfreiz. 


Dabei wird. wie Kopeizky-Rechtperg (1954) schreibt (wie auch 
bei der Vitalfarbung). das .Cytoplasma gereizt und zur Kontraktion ge- 
bracht, und da es in Form von Platten und Zungen den Chloroplasten ein- 
schlieBt, auch dieser zum Riickzug gebracht — sekundar werden dann ... die 
abrundenden Kohisionskrafte des Plastiden wirksam.“~ Zum Unterschied 
zu dieser endogenen Kontraktion und der damit verbundenen Chloroplasten- 
verlagerung wird bei der Zentrifugierung die Verlagerung durch 
direkt von auBen wirksame Kriafte hervorgerufen. 

Das Material. mit dem die Versuche durchgefiihri wurden, brachte 
Assistent Dr. Url aus dem Tannermoor im Waldviertel ein. Es wurde im 
Pflanzenphysiologischen Institut weiterkultiviert. Wie Herr Obermed.-Rat 
Dr. Kopetzky-Rechtperg. der das Material priifte, feststellie, war 
es zur Zeit der Versuche noch in einem tadellosen und fiir Vitalfarbungs- 
siudien durchaus geeigneten Zustand. 

Als Farbsioffe wurden Neuiralrot. Acridinorange. Brillantkresylblau 
und Rhodamin B verwendet. 


1. Wirkung der Zentrifugierung 


Mit diesen Versuchen wurde sehr vorsichtig begonnen, da Closterium 
lunula als empfindliches Objekt bekannt ist. Zuerst wurde eine Probe des 
angegebenen Materials bei 3000 U/min und r=140mm nur 3 Minuten 
lang zentrifugiert. Als die Zellen daraufhin noch keine Reaktion zeigien. 
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wurde die Probe unter denselben Bedingungen 10 Minuten weiterbehandelt. 
Auch jetzt war die Verlagerung der Chloroplasten noch gering. Der Ab- 
stand zwischen Zellwand und Chloroplast betrug bei seitlicher Verlagerung 
maximal ein Viertel der Zellbreite. Bei etwa 50% der Zellen war jedoch 
noch nichts von einer Verschiebung der Chloroplasten zu bemerken. Auf- 
fallend war, daB auch bei diesen Zellen wie bei jenen, die schon eine deut- 
lichhe Reaktion auf das Zentrifugieren zeigten, die Protoplasma- 
strémung stark beschleunigt wurde. Die im Material als willkommene 
Vergleichsobjekte vorhandenen Micrasterien der Spezies M, rotata und 
M. truncata waren alle viel stirker geschadigt als Cl. lunula und in der 
Folge auch nicht imstande, ihre Chloroplasten in derselben Zeit wie Cl. lunula 
zuriickzuverlagern. 


Abb. 2. Closterium lunula, vor zwei Stunden zentrifugiert. Die Spitze des in der 

Langsrichtung verlagerten Chloroplasten wandert bereits zuriick. Lebhafte Plasma- 

str6mung. Zarte Plasmastrange ziehen zu den einzelnen Zacken der Chloroplasten- 
rippen. Endvakuole geplatzt. 


Wenn eine Chloroplastenverlagerung eingetreten war, so hatte sich der 


Chloroplast mit ganz wenigen Ausnahmen immer in seiner ganzen Lange 
von einer Seite der Zellwand abgelést und zeigte eine klare. sageartige 
Kontur. 


Das Material wurde sofort nach dem Zentrifugieren in Standortswasser 
gebracht. Nach 5 Stunden bot die iiberwiegende Mehrzahl der Zellen, nach 
7 Stunden boten praktisch alle ein vollkommen normales Bild. Die Chloro- 
plasten waren zuriickverlagert worden, und nur eine leichte Verkriimmung 
der Chloroplastenrippen deutete noch auf die vorangegangene Stérung 
hin. Die Protoplasmastrémung war wieder normal. Bei den Micrasterien 
hatte die Riickverlagerung noch gar nicht begonnen. 


Bei einer Zentrifugierung mit 3000 U/min, die 30 Minuten dauerte. 
waren die Schaden in den Zellen ungleich gréBer als beim vorher beschrie- 
benen Versuch. Eine Chloroplastenverlagerung war nun in etwa 90% der 
Falle eingetreten. Vor allem war nun haufig auch eine Verlagerung in der 
Langsrichtung zu bemerken (Abb. 2), der die Zelle anscheinend einen viel 
gréBeren Widerstand entgegensetzt als der Verschiebung in seitlicher Rich- 
tung, da beim ersten Versuch kein einziger derartiger Fall aufgetreten war. 





22 K. Burian 


Bei dieser Langsverlagerung waren die Chloroplastenhalften teilweise 
heftig gegeneinandergepreft, ja sogar seitlich iibereinandergeschoben. 
Eine Endvakuole war in solchen Fallen immer geplatzt, und die Gips- 
kristallchen waren in der Richtung der Zentrifugalkraft zum anderen Zell- 
pol verlagert (Abb. 3). Bei solch starken Deformierungen war die Plasma- 
strémung allgemein beschleunigt, wenn auch zuweilen wirr durcheinander- 
laufend und unregelmafig die Richtung wechselnd. Bei starker Vergréfe- 
rung wurden nun auferst zarte Plasmafiaden sichtbar, die die Verbin- 
dung zwischen dem verschobenen Chloroplastenende und dem Wandplasma 
herstellten. Eine Strémung war an diesen Faden nicht zu beobachten. Nach 
24stiindiger Wasserung (Standortswasser) waren von 56 untersuchten Exem- 
plaren 48 vollkommen wiederhergestellt, bei 6 Zellen war der Chloroplast 


Abb. 3. Dieselbe Zelle wie in Abb. 2. Die zentrifugal verlagerten Gipskristalle im 
Zellpol angehauft. 


noch leicht verschoben (in solchen Fallen war auch die Plasmastrémung 
noch starker), nur 2 waren tot. 

Von den Micrasterien zeigten etwa 30% letale Schadigungen, bei 
allen anderen war die Chloroplastenverlagerung noch genau so stark wie 
unmittelbar nach dem Zentrifugieren. 

Das heift also, daf sich Cl. lunula gegen die mechanische Beanspru- 
chung viel widerstandsfahiger zeigt als etwa die als harter beschriebenen 
Micrasterien. Regelmafig ist eine iiberraschend schnelle Wiederher- 
stellung des urspriinglichen Zustandes zu beobachten. 


Klopfen 

Nach Eibl (1939) wird eine Micrasterias-Zelle durch einen leichten, 
rhythmischen Klopfreiz zu einer Chloroplastenkontraktion veranlaBt. Es 
lag nun nahe, auch Cl. lunula auf seine Reaktion diesem Reiz gegeniiber 
zu untersuchen. 

Bringt man eine Probe von Cl. lunula unter ein Deckglas und klopft 
mit einer Pipette leicht auf das Deckglas, so setzt augenblicklich eine Chlo- 
roplastenkontraktion ein, jedoch nicht etwa so, wie bei der Behandlung mit 
Vitalfarbstoffen, bei der sich der Chloroplast oft konkav einbuchtet. Er zieht 
sich vielmehr ziemlich gleichma@ig von der Zellwand zuriick (Abb. 4), ohne 
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seine wellige Kontur zu verlieren. Die Abhebung beginnt in den meisten 
Fallen am Zellaquator und setzt sich dann gegen die Pole zu fort. Das 
Klopfen braucht jedoch durchaus nicht rhythmisch zu sein (Eib1 1939), 
vielmehr reagiert die Zelle auf betont arhythmisches Klopfen in genau 
derselben Weise. 


Als Beispiel sei ein Versuchsprotokoll angegeben: 

9. XII. 1959, 14540: Cl. lunula wird durch leichtes Klopfen gereizt. Nach wenigen 
Sekunden schon beginnt die Chloroplastenkontraktion. Da die Kontraktion auf 
der einen Zellseite am Zelliquator, auf der anderen Seite jedoch an zwei Stellen 
beginnt, bekommt der Chloroplast eine leicht gewundene Form. Fast gleichzeitig 
wird auch die Plasmastrémung schneller. 


Abb. 4. Closterium lunula unmittelbar nach leichtem Klopfreiz. Beide Chloroplasten- 
halften kontrahieren sich und heben sich in ihrer ganzen Lange von der Zellwand 
ab. 


135435: Die Kontraktion hat noch zugenommen. Plasmastrémung gleich stark. 

16407: Gleicher Zustand. 

1620: Die Strémung verlangsamt sich, der Chloroplast dehnt sich deutlich wie- 
der aus. Es bietet sich fast dasselbe Bild wie unmittelbar nach der Reizung. 

18h10: Der Chloroplast hat seine friihere Form wieder angenommen, die Plas- 
mastrémung ist vielleicht noch ein bifchen schneller als vor der Kontraktion. Auf 
neuerliches Klopfen reagiert die Zelle nicht. 

Wahrend des ganzen Versuches wurde ein und dieselbe Zelle beobachtet. 
jedoch zeigten sich auch an anderen Zellen mit unbedeutenden zeitlichen 
Verschiebungen gleiche oder sehr ahnliche Erscheinungen. 

Alle beobachteten Falle von Chloroplastenkontraktion. die durch Klop- 
fen hervorgerufen wurden, waren reversibel. 


2. Vitalfarbung 


Ebenso wie auf einen mechanischen Reiz reagiert Cl. lunula auch auf 
Vitalfarbstoffe vorzugsweise mit einer Kontraktion der Chloroplasten. Sehr 
haufig tritt dazu noch eine Vakuolenkoniraktion. Es treten aber zum Unier- 
schied zur vorher beschriebenen Chloroplastenkontraktion, bei der sich der 
Chloroplast meist in seiner ganzen Linge zusammenzieht, hier konkave 
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Einbuchtungen auf, die zweifellos auf eine viel starkere Schidigung der 
Zellen hinweisen. In krassen Fallen ist die Zelle sogar nicht mehr imstande. 
den Schaden wieder gut zu machen. 

Man kann sagen, dafi diese konkaven Einbuchtungen am Chloroplasten 
um so haufiger auftreten. je schadlicher bzw. konzentrierter der verwendete 
Farbstoff ist. 

Bei vergleichenden Versuchen mit Brillantkresylblau, Neutralrot und 
Acridinorange nahm die Haufigkeit der konkaven Einbuchtungen und der 
irreversiblen Schadigungen in der angefiihrten Reihenfolge der Farbstoffe 
zu. Allerdings muf betont werden, da nach Neutralrotfarbung in einzelnen 
Fallen eine Entfarbung in Standortswasser einfach nicht mehr méglich ist. 
wahrend die Entfarbung normalerweise verhaltnismafig rasch vonstatten 
geht. In solchen Zellen blieb sowohl die Chloroplasten- als auch die Vaku- 
olenkontraktion erhalten, der Chloroplast blich zu einem blassen Gelbgriin 
aus, und die Zelle starb schlieBlich ab. 


Immer wieder waren bei den Versuchen einige Ausnahmefialle zu 
beobachten. Es kann zum Beispiel vorkommen, daf nach einer 30 Minuten 
dauernden Farbung mit Neutralrot 1 : 10.000 alle Vakuolen angefarbt und 
kontrahiert sind, und nur eine einzige Zelle. die genau denselben Bedin- 
gungen unterworfen ist. zeigt weder eine Farbung noch irgendeine andere 
der typischen Reaktionen auf den Farbstoff (vgl. Kie rma yer 1954). 


Die Fairbungsstudien wurden durechgefiihrt mit: 

i. Neutralrot (Heilmittelwerke): Die Stammlésung (1: 1000) wurde in 
Aqua dest. (pH um 35.5) hergestellt, die Verdiinnung auf 1 : 5000 und 1 : 10.000 mit 
Wiener Leitungswasser durchgefiihrt (pH ca. 7.8). Das gilt auch fiir alle folgenden 
Farbstoffe. Pufferlésungen wurden nicht verwendet. (Nach Hofmeister. 
1948. sind Pufferlésungen unter Umstanden nicht physiologisch indifferent!) 

Neutralrot ist ein basischer Vitalfarbstoff. Es gilt als einer der unschadlichsten 
Farbstoffe (Cholnoky und Héfler 1950, Kiermayer 1954, Héfler und 
Schindler 1955, E. Huber 1955). Auf gewisse Objekte, wie z. B. Spirogyra 
(E. Huber 1955) hat es jedoch einen schédigenden Einflu8. Man kann Neutralrot 
auch zur Unterscheidung von vollen und leeren Zellsaften (H 6 fle r 1949, Wiesner 
1951) heranziehen. Die vollen Zellsafte farben sich violettrot, die leeren ziegelrot an. 

2. Acridinorange (Bayer-Leverkusen): 1 : 5000. 1 : 10.000. Dieser Fluores- 
zenzfarbstoff dient schon in der Hellfelduntersuchung zur Unterscheidung von 
vollen und leeren Zellsiften (H6fler 1947, Héfler und Schindler 1955). 
wobei sich die leeren Zellsaifte gelb anfarben, wahrend die vollen ungefarbt bleiben. 
Viel krasser zeigt sich der Unterschied jedoch im Fluoreszenzmikroskop: 
die leeren Zellsafte zeigen eine kupferrote. die vollen eine griine Farbe. 

3. Brillantkresvlblau (Griibler): 1:5000. 1: 10.000. Dieser Oxazin- 
farbstoff mit einem Umschlagspunkt von iiber pH 8 wird wegen seiner Unschidlich- 
keit viel verwendet (Loub 1951, Kinzel 1954. Héfler und Schindler 1955. 
E. Huber 1955. Flasch 1956. Drawert 1956). 

Nach Héfler und Diskus (1957) farben sich leere Algenzellsifte mit BKB 
violett an. Eventuelle Blaufarbungen werden auf Verunreinigungen durch Nilblau 
(Héfler und Diskus 1957, nahh Drawert und Metzner 1956, 390) zuriick- 
gefiihrt. So erklart sich wohl auch der blauviolette Farbton, in dem sich die leeren 
Zellsifte von Cl. lunula anfarbten. 
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In einem Parallelversuch mit allen drei bisher angefiihrten Farbstoffen 
(1 : 10.000) wurden die Farbungszeiten variiert. 

4. Rhodamin B (Merck): 1 : 1000, 1 : 10.000. Das elektroneutrale Rhodamin B. 
das im gesamten biologischen pH-Bereich in undissoziierter Form vorliegt, wird von 
Strugger als der unschadlichste Vitalfarbstoff iiberhaupt bezeichnet. Durch 
Rhodamin B werden nur volle Zellsafte tingiert, wahrend leere, die sich sonst nach 
dem Ionenfallenprinzip anfarben, ungefarbt bleiben. Eventuelle Farbun- 
gen leerer Zellsifte kénnten auf Grund von schweren Schidigungen zustande 
kommen. 


Bei Micrasterias rotata unterscheidet Ei b| (1939 a) einige Formen der 
Chloroplastenkontraktion. 

Analog konnte ich bei Cl. lunula verschiedene Ty pen der durch 
Vitalfarbstoffe hervorgerufenen Chloroplastenkontraktion be- 
obachten: 

Die Kontraktion kann sich auf die in der Zellmitte gelegenen Chromato- 
phorenspitzen beschranken, wodurch die beiden Chloroplastenhalften aus- 
einandergezogen werden (Abb. 9). Der am haufigsten vorkommende Typus 
besteht in Einbuchtungen an der Chloroplastenseite, wodurch die Rippen 
verzogen werden, so dafi der Chloroplast schlieBlich gewunden erscheint 
(Abb. 7). 

Die Kontraktion erfolgt am Anfang in schnellem Tempo und stagniert. 
wenn der Chloroplast nur mehr etwa drei Viertel seiner urspriinglichen Breite 
besitzt. Wird durch neuerliche Zugabe z. B. von Acridinorange noch eine 
weitere Kontraktion erzwungen, so ist das Todesurteil iiber die Zelle ge- 
sprochen. Entweder koaguliert das Plasma sofort und der Chloroplast 
schrumpft binnen kurzer Zeit zu einer schwiarzlichen Masse zusammen oder 
die Zelle ist zumindest nicht mehr imstande, die Kontraktion riickgangig zu 
machen. Eine dritte, bei der Behandlung mit Vitalfarbstoffen jedoch selte- 
ner auftretende Form der Kentraktion ist ein gleichmafiges Zusammen- 
ziehen einer Chromatophorenhalfte oder auch beider, die dann auch in kon- 
trahiertem Zustand seitlich geradlinig begrenzt sind (Abb. 8). 

Die wellige Kontur geht bei der Beeinflussung durch Farbstoffe meisi 
verloren. 

Die Reversibilitat der Chloroplasienkontraktion steht deutlich 
mit der Farbungsdauer in Verbindung. Unter Umstanden kénnen an Zellen. 
die mit Acridinorange 1 : 10.000 10 Minuten und solchen, die 30 Minuten 
eingefarbt wurden, genau dieselben Erscheinungen, die auch graduell kaum 
verschieden sein miissen, beobachtet werden. Nachher geht aber die Kon- 
traktion nur bei dem Material zuriick, das 10 Minuten eingefarbt wurde. 

Die haufig auftretende Vakuolenkontraktion (Abb. 35) weist 
darauf hin, daB es sich bei Cl. lunula um leere Zellsafte handelt. Also 
um solche, bei denen durch Zusatz von NH, eine Entfarbung erreicht werden 
kann. (Nach Héfler 1949.) Tatsachlich wurden die Vakuolen bei Acridin- 
crangebehandlung gelb tingiert (Hellfeld). was das Vorhandensein leerer 
Zellsafte beweist. 

Im folgenden sollen die Vitalfarbungsversuche einzeln besprochen 
werden. 
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Farbung mit Neutralrot 
Allgemeine Erscheinungen 


Die Anfarbung des Zellsaftes beginnt normalerweise nach wenigen Minu- 
ten. Es wurde sowohl Diffusfarbung (rosa bis dunkelrot je nach 
Farbungsdauer und _ Farbstoffkonzentration), als auch Trépfchen- 

speicherung beobach- 
tet. Wenn in der Endva- 
kuole Entmischungsku- 
geln entstehen, so lagern 
sich die Gipskristillchen 
in regelmafiger Weise 
wie Strahlen daran an 
(ahnlich bei Brillantcre- 
sylblau). 
Gleichzeitig mit der 
Zellsaftfarbung setzt eine 
Verlangsamung der Plas- 
mastré6mung ein. Die Va- 
kuole wird, da das Plas- 
Abb. 5. Neutralrotfarbung: Diffusfarbung und Kon- '™® leicht verquillt, spond 
traktion der Endvakuole. Plasma verquollen. (Chloro- "€?: Besonders schon ist 
plast von der Zellwand abgehoben.) diese Kontraktion an der 
Endvakuole zu beobach- 
ten (Abb. 5). deren Farbung durch das Zusammenziehen intensiver 
und dunkler wird. 


ty 
«ge 


Abb. 6. Neutralrotfarbung: Anfirbung und Konitraktion der Wabenvakuolen. 


Die Chloroplastenkontraktion beginnt meist am Zellaquator. Normales 
Bild: langgestreckte Einbuchtungen. eingezogene Ecken, seltener stark kon- 
kave Einbuchtungen. Bei Uberfarbung bleicht der Chloroplast erst aus und 
schrumpfit dann vollstandig zusammen. 


Uberfiihrt man die Zelle bald genug in Standortswasser, so sind alle die 
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angefiihriten Erscheinungen reversibel. Am langsten dauert es, bis sich die 
Entmischungskugeln aufgelést haben. 

Eine unterschiedliche Anfarbung (Metachromasie) verschiedener 
Vakuolen konnte nicht beobachtet werden (vgl. Kierma yer 1954). Jedoch 
ging die Anfarbung in derselben Weise vor sich, wie es Chol noky und 
Hoéfler (1950) beschrieben (Neutralrotfarbung von Cl. libellula): zuerst 
Anfarbung der End-, dann der Hauptvakuolen, Kontraktion, Zerteilung 
und schlieBlich Abrundung der Teilvakuolen (Abb. 6). Die Vakuolenkon- 
traktion betraf auch die Endvakuolen (vgl. Kiermayer 1954). 


Acridinorange 
Dieser Farbstoff wirkt schidigender als Neutralrot. Zum Beispiel wird 


eine Farbstoffkonzentration von 1 : 5000 auch bei kurzer Farbungsdauer nur 
von ganz wenigen Exemplaren ertragen. Es kann sowohl Dif fusfiar- 


Abb. 7. Acridinorangefirbung: Zelle irreversibel und letal geschadigt. 


bung wie auch Trépfchen- und Kriimelspeicherung (alle drei 
Typen nebeneinander) auftreten. Normalerweise bilden sich zuerst Ent- 
mischungskugeln, nach einigen Minuten kommt die gelbe Diffusfarbung des 
Zellsaftes dazu, und erst im Verlauf der Wasserung tritt auch die Kriimel- 
speicherung auf. Unter Umstanden ist aber auch eine andere Reihenfolge 
moéglich. Hinsichtlich der Plasmasirémung und der Vakuolenkontraktion 
ergab sich dasselbe wie bei Neutralrot. 

Die Chloroplastenkontraktion tritt schneller ein. Typisch sind starke 
Dellen, die Rippen sind sehr stark verzogen (Abb. 7). Nur selten ziehi 
sich der Chloroplast unter Beibehaltung der friiheren Form zusammen. Eni- 
sprechend schwieriger ist die Wiederherstellung des urspiinglichen Zustan- 
des. Die Miglichkeit dazu ist aber bei nicht allzu starker Beschidi- 
gung durchaus gegeben. Auch hier erhalten sich die Entmischungskugeln 
bei der Wasserung am langsten. 

Versuch vom 10. November 1959: Material: Cl. lunula (WTa 59). 

13453: Einfarbung in Acridinorange 1 : 10.000. 

14h: Es ist noch keine Zellsaftdiffusfarbung zu sehen. In den Endvakuolen sind 
jedoch schon Entmischungskugeln vorhanden, die sich in lebhafter BMB befinden. 
Das Plasma striémt viel langsamer als vor Beginn der Farbung. Die Chloroplasten- 
kontraktion tritt schon sehr deutlich in Erscheinung. Die Hauptvakuole ist vielfach 
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zerteilt. Jede Teilvakuole entspricht einer Einbuchtung des wellenschliffartig pro- 
filierten Chloroplasten. 

14405: Langsam beginnt die Zellsaftdiffusfarbung, Es scheint ein gewisser Unter- 
schied im Farbton zwischen End- und Hauptvakuolen zu bestehen (Hauptvakuolen 
heller). 

14°07: Zur Chloroplastenkontraktion kommt nun eine sehr deutliche allgemeine 
Vakuolenkontraktion, Die Zellsaftfarbung ist noch schwach. 


Abb. 8. Brillantkresylblaufarbung: a) Ubersichisbild (Cl. lunula und Cl. sp.). 
b) CL. lunula: langgestreckte Einbuchtung. Links unten schwache beginnende Dellen- 
bildung. Starkes Hervortreten der Pyrenoide. 


154 05: End- und Hauptvakuolen sind im selben Farbton sattgelb diffus tingiert. 
Chloroplastenkontraktion allgemein vorhanden. 

Die Behandlung mit Acridinorange hat sowchl bei einer Konzentration 
von 1 : 10.000 wie bei der von 1 : 5000 im Endeffekt dasselbe Bild ergeben: 
eine satitgelbe Diffusfarbung der Zellsifte. Das beweist. daf der Zellsaft 
von Cl. lunula leer ist. Das Ergebnis entspricht auch der Theorie, dal 
Vakuolenkontraktion nur bei leeren Zellsaften eintreten kénne. Tatsachlich 
tritt ja sowohl bei der Behandlung mit Neutralrot wie auch bei der Far- 
bung mit Acridinorange eine deutliche und reversible Vakuolenkontraktion 
auf. 
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Brillantkresylblau 


Alle obenerwahnten Erscheinungen finden sich auch bei der Farbung 
mit Brillantkresylblau wieder. Jedoch treten sie schneller in Erscheinung 
und sind auch schneller riickgangig zu machen. In der Wirkung steht Bril- 
lantkresylblau dem Neutralrot nahe (Abb. 8), scheint fiir Cl. lunula aber 
noch weniger schadlich zu sein (vgl. E. Huber 1955, Flasch 1956). Der 
Zellsaft weist nach der Farbung (Diffusfarbung und Entmischungskugeln) 
einen Farbton auf, der als Blauviolett bezeichnet werden kénnte, dem 
Violett jedoch naher steht (vgl. Héfler und Diskus 1956, E. Huber 
1955). 

Eine Vakuolenkontraktion stellt sich seltener ein, als bei Neutralrot und 
Acridinorange. Membran und Schleimhiille farben sich schlagartig an und 
entfarben sich ebenso schnell bei der Wasserung. 

Versuch vom 20. November 1959: 

1451: Der Probe wird ein Tropfen Brillantcresylblau 1 : 10.000 zugesetzt. 

14453: Auflegen des Deckglases, 

14054: Schleimhiille und Membran sind dunkelblau angefarbt, der Zellsaft blaB- 
violett. Es sind zahlreiche Entmischungskugeln (3—6 4 dick), vorhanden. Plasma- 
strémung unveradndert. 

14958: Chloroplastenkontraktion: Meist in der ganzen Linge kontrahiert, sel- 
tener Dellen. Erscheinungsbild ahnlich wie bei Neutralrot. Plasmastrémung iiberall 
deutlich verlangsamt. Vakuolenkontraktion ziemlich haufig. jedoch nicht allgemein. 

15411: Zellsaft dunkelblauviolett. Die Plasmastrémung stirker verlangsamt. 
Keine starkere Chloroplastenkontraktion. 

15413: Derselbe Zustand. Die Chloroplastenkontraktion schwiacher als sie unter 
denselben Bedingungen bei Neutralrot ist. Die Hauptvakuolenteile sind etwas dunk- 
ler gefarbt als die Endvakuolen. 

15h 22: Derselbe Zustand. Wasserung in Standortswasser. 

21. November 1959: 

15420: Alle Zellen sind vollkommen entfarbt und restituiert. An keiner einzigen 

ist irgend eine bleibende Schédigung zu bemerken. 


Rhodamin B 

Eine 10 Minuten dauernde Farbung mit der bei diesem Farbstoff ofi 
angewandten Konzentration von 1 : 1000 fiihrte bei allen Zellen zum Ab- 
sterben. Bei einer Konzentration von 1 : 5000 ergab sich ein im wesentlichen 
analoges Bild zu den bisher besprochenen Farbstoffen. Einige kleine Unter- 
schiede waren aber doch zu bemerken: Der Chloroplast kontrahiert sich 
vorzugsweise in der Langsrichtung (Abb. 9), bevor noch die Dellen auftreten. 
Der Zellsaft farbt sich nicht an (F lasch 1956, 610). Die wellige Kon- 
tur des Chloroplasten geht meist nicht verloren. Bei etwa 70% der Zellen 
konnte nach zehnminutiger Farbung mit Rhodamin B 1 : 5000 und nach- 
folgender 24stiindiger Wasserung der urspriingliche Zustand wiederherge- 
stellt werden. 30% waren teils schon tot, teils befanden sie sich in einem 
nekrotischen Zustand. 

SchlieBlich sei noch ein Parallelversuch mit Neuiralrot, Acridin- 
orange und Brillantkresylblau wiedergegeben, bei dem die Konzentration 
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aller Farbstoffe einheitlich 1 : 10.000 betrug, wahrend die Farbungszeiten 
zwischen 10 und 60 Minuten variiert wurden. Nach Riickiibertragung in 
Standortswasser wurde in Abstainden von 24 Stunden beobachtet (Tab. 1). 


Zusammenfassung 


Die bevorzugte Reaktion der Desmidiacee Cl. lunula auf Reize der 
verschiedensten Art ist eine Chloroplastenkontraktion. Weiters 
kann die Zelle durch Vakuolenkontraktion, Vakuolenzerteilung, Verande- 
rungen der Sitrémungsgeschwindigkeit des Plasmas, abnormes Verhalten der 
Gipskristallchen in den Endvakuolen, Ausbleichen des Chromatophors oder 


Abb. 9. Rhodamin-B-Farbung: Chloroplast langs kontrahiert. In der Zellmitte aus- 
einandergezogen. 


starkes Hervortreten der Pyrenoide reagieren. Prinzipiell ist Closterium 
lunula imstande, alle diese Veranderungen riickgingig zu machen. Es 
zeigte sich aber, daf die durch Farbstoffe hervorgerufene Kontraktion viel 
weniger harmlos ist als jene, die nach einer mechanischen Reizung auftritt. 
Auch nach starker Zentrifugierung war nur ein ganz geringer Prozentsatz 
der Zellen nicht mehr imstande, die Verlagerung riickgangig zu machen. 

Die vor allem auftretende Koniraktion der Chloroplasten wird je nach 
der Art des Reizes und der Starke der Schadigung verschieden durchge- 
fiihrt: so war bei leichten mechanischen Reizen eine Kontraktion in der 
ganzen Lange des Chloroplasten festzustellen, der also auch nach dem Zu- 
sammenziehen seine urspriingliche Form bewahrt hatte. Diese Kontraktions- 
form trat auch bei Farbung mit den unschadlicheren Farbstoffen (Brillant- 
kresylblau und Neutralrot) noch auf, wahrend bei starkerer Schadigung die 
Haufigkeit der Kontraktion in Form von konkaven Einbuchtungen und 
Dellen zunahm. Ist der Chloroplast iiber eine gewisse Grenze hinaus, 
die sich mit etwa ein Viertel bis maximal ein Drittel seiner eigenen Breite 
angeben aft, kontrahiert, so geht die Reversibilitat verloren. Im Verlauf 
der Untersuchungen ergab sich (vor allem bei der Acridinorange-Farbung). 
da® Cl. lunula leere Zellséfte hat. Ein metachromatischer Unterschied 
zwischen End- und Wabenvakuolen war nicht zu bemerken. Entsprechend 
dieser Zellsaftbeschaffenheit war bei der Vitalfarbung Vakuolenkontraktion 
zu erwarten. Diese konnte auch tatsachlich haufig festgestellt werden. Als 
unschadlichster der verwendeten Vitalfarbstoffe erwies sich fiir Cl. lunula 
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Brillantkresylblau. Als schadlichster Acridinorange. Rhodamin B und Neu- 
tralrot liegen dazwischen, wobei die Haufigkeit der letalen Schidigungen 
normalerweise bei Rhodamin B-Behandlung gréBer ist. wihrend die Resti- 
tution nach Neutralrotfarbung langsamer vor sich geht. 


Es sei mir gestattet, Herrn Professor Dr. Karl Hi fler, dem Vorsiand 
des Pflanzenphysiologischen Institutes der Universitit Wien, dessen Rat 
und Unterstiitzung das Zustandekommen dieser Arbeit erméglichte, meinen 
ergebenen Dank auszusprechen. 
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Einleitung 


Auf Grund elektronenmikroskopischer Untersuchungen ist heute schon 


klar zu sehen, daft die Struktur des Protoplasmas, sowie die seiner wesent- 
lichen Inhaltskérper iiberall ahnliche Ziige zeigt. Man kann daher mit Sit te 
|30| sagen: ..[n je kleinere Bereiche die Forschung vorstéBt, desto mehr be- 
schrinkt sich die Fiille der Formen, desto allgemeiner gilt auch jede Erkennt- 
nis.” 

Unabhangig vom allgemeinen Bauplan des Plasmas gibt es aber auch 
spezifische Inhaltskérper und vor allem eine Spezifitat des funktionellen 
Verhaltens. Vielleicht wird diese Spezifitat in der Zukunft zumindest teil- 
weise auf quantitative Verschiedenheiten des allgemeinen Bauplans zuriick- 
gefiihrt werden kénnen. Vorlaufig ist man in den meisten Fallen jedoch da- 
von noch weit entfernt, und das Spezifische jeder Plasma-Gattung muf 
eigens festgestellt und beschrieben werden. 

Die folgende Arbeit bringt eine zusammenfassende Beschreibung der 
lichtmikroskopisch sichtbaren Strukturen und Inhaltskérper des Characeen- 
Plasmas. Entstehung und Funktion der einzelnen Korper sind nach Méglich- 
keit beschrieben und gedeutet. 


Methodik 


Das hier hauptsachlich von Nitellopsis (=Tolypellopsis) stelligera 
stammende Protoplasma wurde einerseits direkt in der Zelle beobachtet. 
oder aber in kompakten Tropfen auferhalb der Zelle — im Zellsaft liegend 
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untersucht. Wenn man eine gréfere Internodialzelle mit Filierpapier gut 
abtrocknet, abschneidet und mit einer Pinzette ausquetscht, so findet man 
meistens in dem ausgepreftten Zellinhalt iiberlebende Plasmatropfen. 

Die Untersuchung des Plasmas erfolgte auBerhalb der Zelle fast stets mit 
dem Olimmersions-Objektiv des Anoptral-Phasenkontrast-Verfahrens (her- 
gestellt von der Firma Reichert in Wien) oder im Dunkelfeld (aplana- 
tischer Dunkelfeldkondensor). Bei der Beobachtung innerhalb der (ausge- 
sucht durchsichtigen) Zelle erwies sich der normale positive Phasenkontrast 
dem Anopitral-Kontrast iiberlegen, weil fiir das letztgenannte Verfahren 
eine geringere Objektdicke Voraussetzung ist. 

Zur photographischen Aufnahmetechnik sei kurz bemerki. da® die in 
heftiger Brownscher Bewegung befindlichen Teilchen der Abb. 20 nur 
mit dem Elektronenblitz und im Dunkelfeld dargestellt werden konnien. 
Bei den Phasenkontrast-Aufnahmen wurden Niedervolt- oder Bogenlampe 
und entsprechend langere Lichtungszeiten angewandt. Versuche, den Elek- 
tronenblitz bei der Olimmersion des Anoptral-Phasenkontrastes zu verwen- 
den, haben durchwegs schlechte Bildscharfen ergeben. 


Allgemeiner Uberblick 


An Aufbauelementen des Plasmas lassen sich Fibrillen (die nahere Be- 
schreibung erfolgte bereits (vgl. [13, 14]) und Lipoid-Lamellen beobachien. 
Als mehr selbstandige Einschliisse des Plasmas erscheinen die Sphirosomen. 
Chondriosomen, Chloroplasten, Kerne und die fiir das Characeen-Proto- 
plasma spezifischen Einschliisse. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick 
iiber die normalerweise anzutreffenden Groen der verschiedenen Inhalis- 
koérper bei Nitellopsis stelligera. 


Allgemeine Bestandteile Spezifische Einschliisse des 

des Plasmas: Characeen-Protoplasmas: 
Fibrillenbiindel: D = meist < 0.2 u Eiweifschollen: D= max. 3.0 u 
Lipoidlamellen: Dicke = < 0.2 u 
Blaschenvakuolen: D = 20 u bis Eiweif-(?)-Kristalle: wechselnd 

submikroskopisch Stachelkugeln: D=ca. 22u bis 
Chondriosomen: L = 0,5 u bis 2.0 u 24 uw) 
B = ca. 0.3 u 

Spharosomen: D = ca. 0.7 u 
Pro-Sphirosomen: D = 0.1 4 bis 0.4 u 
Chloroplasten: D = ca. 10 u Kugelige Teilchen der Spitzenregion: 
Kerne: D = 13.u bis 20u D=05 u bis 1.0 


Glanzkérperchen: L = ca. 5.4 
B= ca. 1.5.4 


Untersucht man ausgepreBte Plasmatropfen im Anoptral-Phasenkon- 
trast, so ko6nnen die verschiedenen gréBeren Inhaltskérper an ihrer Hellig- 
keit leicht unterschieden werden, da das Anoptral-Verfahren mit negativem 
Phasenkontrast arbeitet. Am hellsten erscheinen die Chloroplasten (Abb. 19), 


1 Bei Nifella sp.. nach Hirtel [6]. 
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dann folgen die Sphirosomen, dann meist die Eiweifischollen, die aber je 
nach Lage und Dicke verschieden hell leuchten kénnen. Weiters folgen die 
Chondriosomen, die etwa die Helligkeit der Nukleolen der Kerne haben. 
Die Kerne (Abb. 19) erscheinen schlieBlich nur mehr um ein Geringes heller 
als das Grundplasma bzw. der Zellsaft-Hintergrund. Die Blaschenvakuolen 
(Abb. 19, Abb. 3) sind bereits dunkler als der Hintergrund. Im _ positiven 


Abb. 1. Teil eines Plasmatropfens kurz nach der Verletzung des Oberflaichen- 
hautchens. Mitte: Lipoidlamellen, links und rechts oben: nekrotische Kerne (Nitel- 
lopsis stell.). Anoptral-Phako-Olimmersion. 


Phasenkontrast erscheinen sie heller als der Hintergrund (Abb. 15), und 
es gilt dort die umgekehrte Reihenfolge der Helligkeiten, jedoch ist die 
Unterscheidung bei weitem nicht so genau durchfiihrbar. 


Die Lipoidlamellen 


Im frisch ausgepreBten, vom Zellsaft umspiilten Plasmatropfen ist licht- 
mikroskopisch eine Lamellenstruktur nicht auflésbar. Platzt aber die Ober- 
flache eines Tropfens. so kommt es sofort zur Bildung feiner, auch im An- 
optral-Phasenkontrast an der Grenze der Sichtbarkeit liegender Lamellen 
(Abb. 1). Diese Lamellen sind doppelbrechend und werden zuerst nahe der 
Stelle der geplatzten Oberflache sichtbar. Die Sichtbarkeit breitet sich aber 
schnell iiber den ganzen Tropfen aus. Wird dabei gleichzeitig ein Tropfen 
durch Verdunstungsstrémungen unter dem Deckglas in Bewegung versetzt, 
so orientieren sich die Lamellen in der Strémungsrichtung des passiven 
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Plasmaflusses *. Die Lamellen lassen bei dieser Bewegung ihre leichte Ver- 
schiebbarkeit und véllige Flexibilitait erkennen. Ebenso leicht ist die Ober- 
fliche eines frisch ausgepreBten Plasmatropfens verschiebbar. was bei iiuke- 
ren Verdunstungsstrémungen durch das Mitstrémen des Tropfenplasmas 
deutlich wird (vgl. den Wirbel in Abb. 7). 

Gelegentlich stoppt infolge der Lamellenbildung das AusflieBen des 
Tropfenplasmas, wobei aus den Lamellen eine neue Tropfenoberflache an 
der geplatzten Stelle entsteht. Dies kann vielleicht als Schutz gegen mecha- 
nische Plasmaverletzungen aufgefaBt werden. Manchmal wurden in solchen 
Fiillen Bakterien, welche iltere 
Tropfen hiiufig umschwirmen, mit 
eingeschlossen und bewegten sich 
dann entlang der Lamellen bzw. 

Schleifen im Innern des Tropfens. 

Plaizt die Tropfenoberflache 
nicht friihzeitig, so kommt es oft 
erst nach Stunden zum Auftreten 
von konzentrisch geschichteten io v 
Myelinfiguren (Abb. 2), die in O 
schén geschwungenen Schleifen (FQCCO 


groBe Bereiche des Tropfens Sy 


durchziehen kénnen |35, 12]. Die 

einzelnen sehr feinen Schichten Abb. 7. Eine Fliissigkeitsstrémung unter 
dieser Strukturen  entstehen dem Deckglaschen bewirkt in einem frisch 
gleichzeitig. werden durch Schich- —ausgepreBten Plasmatropfen eine Wirbel- 
tenvereinigung immer gréber und bildung. 


gehen schlieflich in die typischen Abb, g. Drei Stadien der Veranderung einer 

Nekrosevakuolen iiber. aus der Plasmatropfen-Oberflache ausgetre- 
Im ausgepreften Plasma von — tenen Myelinfigur. Die Umwandlung in die 

Zellen, die 5 Tage bei ca. 28°C Einzelblaschen erfolgt schlagartig. 


gehalten wurden, traten polar 


ausgerichtete Myelinfiguren auf. deren Aussehen an einen Spindelapparat 
crinnerte (Abb. 3). 


Noch nicht im Besitze des Phasenkontrastes wurden die beschriebenen Struk- 
turen irrefiihrend vom Verfasser |13]| als .fibrillaire Plasmadegeneration™ bezeichnet. 
weil parallel zu den Schichten oft Plasmabewegungen feststellbar sind. Die Schich- 
tung ist aber zweifellos lipoid-lamellenartig, doch diirften 6fters die fibrillaren 
Bewegungselemente des Plasmas angelagert sein. 


Ahnliche Bildungen. wie die beschriebenen, wurden im nekrotischen 


> Die bei anderen Objekten festgestellte Strémungsdoppelbrechung des Plasmas 
(Pfeiffer [26]) mu® nicht nur auf einer Orientierung von Eiweiffibrillen be- 
ruhen, sondern kann auch in einer Ausrichtung der submikroskopischen Lipoid- 
lamellen seine Ursache haben. Dies ist sogar wahrscheinlicher. weil die beobacht- 
baren Fibrillen des Characeen-Plasmas bei weitem nicht die groBe Flexibilitat 
gegeniiber passiven Strémungen zeigen wie die Lipoidlamellen. 
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Plasma anderer Objekte elektronenmikroskopisch dargestellt [4, 19] und 
auch kiinstlich an Phosphatlipoiden erzeugt [28]. 

Da alle diese innerplasmatischen Myelinfiguren aus den Lipoidlamellen 
des Plasmas hervorzugehen scheinen, diirfte eine strenge licditmikroskopische 
Unterscheidung von Lipoidlamellen und Myelinfiguren im Plasma kaum 
méoeglich sein. 


Handschuhfingerformige Myelinfiguren treten hiufig aus der Plasma- 
tropfenoberflaiche in den umgebenden Zellsaft aus |35, 12]. Bei feinen For- 
men dieser Art kommt es manchmal zu einem spontanen Ubergehen eines 
Schlauches in mehrere osmotisch selbstandige Bliaschen, wie es Abb. 8 zeigt. 


Abb. 9. Zwilf Phasen der Verainderung eines im Zellsaft liegenden Plasmatropfens 

im Abstand von 15 Minuten photographiert (Nit. stell). In der obersten Reihe noch 

keine deutlichen Veranderungen, in der mittleren Reihe setzt die zunehmende Ent- 

mischung ein. Die Tropfenoberfliche ist erst im letzten Bild der untersten Reihe 
geplatzt. Dunkelfeld, schwache VergréBerung. 


Dieser Vorgang kénnte ungefahr eine Vorstellung geben von der Enisiehung 
der Blaischenvakuolen im Plasma. 

Leitet man durch ein Priparat einer Internodialzelle kurzfristig einen schwa- 
chen elektrischen Gleichstrom, z. B. bezogen aus einem Akkumulator-Ladegerit 
(2 V. 0.5 A). so kommt es sofort zum reversiblen Strémungsstillstand, Wiederholt 
man diesen Versuch 6fters. bewirkt dies eine zunehmende Schidigung der Zelle. 
Im Phasenkontrast erkennt man dann viele von der Strémung mitgefiihrte Myelin- 
figuren, die sehr ahnlich denen sind, die bei der Nekrose in den ausgepreften 
Plasmatropfen auftreten. 

Durch die Behandlung mit elektrischen Strom kann also in einfacher Weise das 
Lipoidsystem des Plasmas auch in der Zelle geschadigt werden. 

Besonders aufschluBreich ist die Besbachtung der schon beschriebenen 
13] innerplasmatischen Kontraktion, die regelmaBig an ialteren Plasma- 
iropfen auftritt und deren Phasen in Abb. 9 wiedergegeben sind. Es handelt 
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sich hier anscheinend um einen Entmischungsvorgang, bei dem, wie die 
Abbildung zeigt, das Tropfenvolumen gleichbleibt. 


Es ist auffallend, da® sich das innere dichte Plasma meist einseitig im Tropfen 
verlagert (vgl. die Abbildung in Protoplasma 50. p. 102) und daf diese Verlagerung 
stets in Richtung auf den Deckglasrand erfolgt — auch wenn das Praparat mit 
Paraffin luftdicht eingeschlossen ist. Die Erscheinung diirfte ihren Grund in der 
Tatsache haben, da die Fliissigkeitsschicht unter einem kapillar angesaugten Deck- 
glaschen stets in der Mitte am diinnsten ist, weil das Deckglaschen in der Mitte 
am stirksten angesaugt wird. Die kapillaren Krafte im Plasmatropfen treiben 
dann anscheinend das dichte Innenplasma nach aufen in den gréferen Raum 
und die diinne umgebende Fliissigkeit gegen die Deckglasmitte in den kleineren 
Raum. In der Mitte unter dem Deckglischen ist diese Erscheinung kaum zu beob- 
achten, wie in Abb. 9. Es wire zu iiberlegen, ob ahnliche Verhiltnisse in Fallen 
von polaren Plasmolysen in pflanzlichen Geweben nicht eine gewisse Rolle spielen 
kénnten, 

Nur das innere dichte Tropfenplasma lait Lamellen- bzw. Schleifen- 
bildungen erkennen. Die umgebende diinne Fliissigkeit ist dagegen dazu 
nicht befahigt. Obwohl hier oft noch verlangsamte Fibrillenbewegungen 
zu sehen sind, ist die Viskositat kaum héher als die des Zellsaftes, was an 
der heftigen Brow nschen Bewegung der Teilchen erkannt werden kann. 
Beim Platzen der Tropfenoberflache mischt sich nun die auBere Fliissigkeit 
sofort mit dem umgebenden Zellsaft. Zugleich héren aber alle Lebens- 
bewegungen auf, und das innere Plasma zeigt Lamellenbildung und 
Nekrose. Zur Aufrechterhaltung der Lebenserscheinungen ist also die feine 
Lipoidmembran der Tropfenhiille unbedingt notwendig. Dies laBt sich auch 
an frischen Tropfen gleich nach dem Auspressen des Plasmas beobachten: 
nur die abgerundeten, d. h. von einer glatten Oberflache umgebenen Trop- 
fen iiberleben, alles andere koaguliert in. Kiirze [12]. 

Das lichtmikroskopische Auftreten der Lamellen beim Plaizen einer 
Tropfenoberflache ist wohl eine Folgeerscheinung der direkten Beriihrung 
oder Durchdringung des Plasmas mit dem Zellsaft und man kann die 
Lamellen auch als tropfenoberflachenahnliche (tonoplastenartige) Bildungen 
im Plasma auffassen. Anscheinend werden durch das den Tropfen ge- 
schlossen umgebende Lipoidhiutchen schidigende Bestandieile des Zellsaftes 
am Eindringen in das Plasma gehindert. 

Mift man die Wasserstoffionen-Konzentration des ausgepreBten Zellinhaltes 
einer grofen Internodialzelle durch Aufsaugen mittels eines kleinen Stiickchens 
Universalindikator-Papiers. so ergibt sich fiir den Zellsaft ein pH-Wert von ca. 
5.0, wihrend Stellen groBer Plasmaansammlung etwa pH 6.0 zeigen. 

Versuchsreihen, in denen das Platzen der Tropfen in verschiedenen Medien zu 
beobachten ist, werden genauere Aussagen iiber die Bedingungen der Lamellen- 
bildung liefern. 

Die Lamellenbildung ist vermutlich die Folge einer Ladungsainderung 
an den Lipoiden des Plasmas. Durch diese Ladungsanderung diirfte es 
zur Vereinigung von sublichtmikroskopischen Lipoidlamellen kommen, so 
daB sie lichtmikroskopisch sichtbar werden. 

Ein blofer osmotischer Wasserentzug, der die Plasmatropfen bis iiber 
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die Hilfte des urspriinglichhen Volumens verkleinern kann [11], bedingt 
zwar eine mit Viskositaitserhéhung verbundene Verdichtung des Plasmas, 
aber kein Auftreten von lichtmikroskopisch sichtbaren Lamellen. 

Das Vorhandensein der das ganze Plasma durchziehenden lipoiden 
Substanz wurde aus den Gesetzmafigkeiten der passiven Permeation und 
aus Vitalfarbungen des Plasmas erschlossen (vgl. Hi fler {9|) und findet 
durch den direkten elektronenmikroskopischen Nachweis des Endoplas- 
matischen Retikulums (vgl. Sitte [30]) seine Bestatiguig. 

Die Beobachtungen beim Platzen der Tropfenoberflache lassen erkennen, 
da feinste Lipoidlamellen zwar im ganzen normalen Plasma vorhanden 
sind, da aber der notwendige osmotische Abschlu® an ein tonoplasten- 
artiges, das Plasma geschlossen umgebendes Hautchen gebunden ist. Die 
sublichtmikroskopischen Lipoidlamellen des Endoplasmatischen Retikulums 
gewahren im fein verteilten Normalzustand diesen volligen AbschluB nidhi. 
Sie bieten anscheinend an verschiedenen Stellen DurchlaBméglichkeiten fiir 
die freie Diffusion. Es ware sonst kaum verstandlich, da beim Platzen des 
Oberflachenhautchens das Auftreten der Lipoidlamellen sich in kurzer Zeit 
iiber den ganzen Tropfen ausbreitet. 

Die Beobachtung des endoplasmatisch kontrahierten Tropfens zeigt fer- 
ner, daB aus den Zwischenriumen des Lipoidsystems eine wiBrige Fliissig- 
keit entmischt werden kann, die sich zumindest durch eine geringere Was- 
serstoffionenkonzentration vom Zellsaft unterscheidet. 


Die Blaschenvakuolen 


Im Characeen-Protoplasma treien regelmabig lipoidblaschenartige Vaku- 
olen auf (Abb. 3, Abb. 19), die im Hell- und Dunkelfeld kaum, im Phasen- 
kontrast sehr deutlich sichtbar sind. Ahnliche Bildungen sind bei anderen 
Objekten seit langem bekannt. Url [33| beschreibt sie im Plasma der 
Fruchtfleischzellen von Symphoricarpus racemosus und bringt sie im Pha- 
senkontrast photographisch sehr deutlich zur Darstellung. Seit Klemm 
117] wird von einer .schaumigen Degeneration™ des Plasmas gesprochen. 
Die Blaschen finden sich aber auch im Protoplasma lebenskraftiger junger 


Abb. 2. Grobe konzentrische Myelinfiguren in einem nekrotischen, echemals intra- 
vakuoliren Plasmatropfen von Nit, stell. Anoptral-Phako-Olimmersion. 
Abb. 3. Zwei Bereiche mit polaren Myelinfiguren in einem leicht nekrotischen Plasma- 
tropfen (Nit. stell.. 5 Tage bei 28°C gehalten). Anoptral-Phako-Olimmersion. 
Abb. 4. Lipoidschaum an der Grenze der Auflésbarkeit. Dazwischen gréBere Vaku- 
olenblischen eingebaut. Rechts ein Kern (Nit. stell.). Anoptral-Phako-Olimmersion. 
Abb. 5. Nur locker verbundene Blaschenvakuolen mit verschiedenem Phasenkon- 
trast im winterlichen Plasma. Rechts unten ein erstarrtes Fibrillenbiindel mit an- 
haftenden Praé-Sphiarosomen. Im rechten Teil des Bildes sind einige hell leuchtende 
Lipoidtropfen zu sehen (Nit. stell.). Anoptral-Phako-Olimmersion. 


Abb. 6. Feine Blischenvakuolen mit schlauchférmigen Fortsatzen. Dazwischen un- 
scharf Chondriosomen und Sphirosomen (Nit. stell.). Anoptral-Phako-Olimmersion. 
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Zellen. Abb. 13 zeigt sie in einer jungen Blattspitzenzelle. Im Phasenkon- 
irast erkennt man sie leicht in jungen, stark str6menden Iniernodialzellen. 
Sie sind deshalb nicht unbedingt als ein Zeichen der Zellschidigung auf- 
zufassen, wenn ihr Vorhandensein in groBer Menge auch als Degenerations- 
erscheinung zu deuten ist. 

Ihre Verteilung im Plasma ist nicht gleichmaBig. sondern sie sind auf 
Zonen beschrinkt. Der Durchmesser eines Blaschens reicht etwa von Zell- 
kerndimension bis in den sublichtmikroskopischen Bereich. Bei einer ge- 
wissen Kleinheit (etwa 0.5” bis 1.0 im Durchmesser) bilden die Blischen 
ein starres wabiges Geriist. das manchmal gerade noch aufgelést werden 
kann, bzw. in den sublichtmikroskopischen Bereich iibergeht. Oft finden 
sich im feinen Wabenwerk gréBere Vakuolen eingeschlossen (Abb, 4). Hiu- 
fig sind die feinen Waben schichtenférmig in das Lipoidhiutchen der Plasma- 
tropfenoberflache eingebaut. Im Dunkelfeld und bei schwicherer Vergré- 
Rerung wird durch die Waben 6fters eine bliuliche Interferenzfarbung der 
Tropfen bewirkt — genau so. wie bei fein strukturierten Diatomeen- 
Schalen. 


Die Blaschen kénnen auch unabhingig von einander sein und zeigen 


dann Brownsche Bewegung. Gelegentlich kommt es ver. daB zwei sich 
beriihrende Blaschen schlagartig verschmelzen. oder daf ein Blischen platzt. 

Die Blaschen sind osmotisch selbstandig. Ihr Inhalt hat etwa Zellsaft- 
dichte. Der Phasenkontrast von nebeneinanderliegenden Blaschen ist aber 
6fters verschieden. was auf eine verschiedene Dichte des Inhalts hinzuweisen 
scheint. 

In seltenen Fallen finden sich in den Blaschen Sphirosomen in Brow n- 
scher Bewegung. ja sogar Fibrillen. Dies gestattet die Annahme. da die 
Blaschen infolge einer .Plasmaverdiinnung~ (vgl. die Diskussion iiber 
Vakuolenentstehung bei Sitte |[30]) oder aus feinen Lipoidlamellen in 
einer Weise entstehen, wie es etwa die Abb. 8 zeigt. Sehr selten wurden 
Blaschen becbachtet. die ein ahnliches, kleineres beinhalteten. 

In jungen Zellen. besonders deutlich sichtbar in Rhizoidzellen. werden 


Verainderungen waihrend der Nekrose an einem Plasmatropfen mit wabig ver- 
bundenen Lipoidvakuolen. Der zeitliche Abstand der Aufnahmen betragt 5 bis 
10 Sekunden zwischen den einzelnen Bildern (Nit. stell.). 


Abb. 10. Die rechts unten sichtbaren Kerne zeigen noch ungeschadigtes Aussehen. 

Abb. 11. Krampfartige Spannungsinderungen bewirken eine Deformation der 

einzelnen Blaschen. Einige werden verkleinert oder sind verschwunden. Die Kerne 

erscheinen bereits granuliert. Unterhalb der Bildmitte liegt eine Eiweifscholle in 

der Schirfenebene. 

Abb. 12. Aus der Tropfenoberflaiche sowie in die groBe Vakuole ragen krampf- 
artig bewegte Protuberanzen. 

Abb. 13. Es herrscht wieder Ruhe. Die Blaschen zeigen Abrundungen durch die 

Oberflachenspannungskrafte. wie sie auch im leblosen Schitumen vorkommen. An- 
optral-Phako-Olimmersion, 








Abb. 10—13. 





44 R. Jarosch 


die hier oft ovalen Blaschen von der Plasmastrémung zu langen, lamellen- 
formigen Bildungen deformiert bzw. ausgezogen. 


In Zellen, die mehrere Tage dunkel gehalten wurden, traten éfters Blis- 
chen auf, die durch eine gerade Querwand geteilt waren. 

Im Wiirmeplasma (Zellen 3 Tage bei 28°C) erschienen die Blaschen 
meist sehr zahlreich und erfiillten oft in Form von feinen Waben den 
ganzen Tropfeninhalt. Diese Tropfen lieBen in ihrem Inneren iiberhaupt 
keine Brownsche Bewegung erkennen und konnien auch durch starkes 
Driicken auf das Deckgliaschen kaum zum Platzen gebracht werden. 


Gelegentlich gingen die Blaschen in sehr feine Schliuche iiber (Abb, 6). 
Diese Schliiuche endeten blind und zeigten auch Verzweigungen. Oft 
lieBen sich perlschnurartige Ubergangsstadien beobachten, Ob hier eine 
Entstehung der Blaschen aus Schliiuchen vorliegt (etwa im Sinne der Abb. 8). 
oder der umgekehrte Vorgang. konnte nicht festgestellt werden. 

Auffallend ist das Verhalten von wabig miteinander verbundenen Bliis- 
chen bei der Nekrose (an einzelnen unabhingigen Blaschen konnte das 
Folgende nicht beobachtet werden). Abb. 10 bis Abb. 13 zeigt vier im Ab- 
stand von 3 bis 10 Sekunden aufgenommene Phasen des Nekrosevorganges. 
Anscheinend wurde hier der Plasmatropfen in kurzer Zeit vom Zellsaft 
durchdrungen. In Abb. 10 leuchten die Zellkerne. deren Nekrose immer der 
Plasmanekrose vorauseilt, noch gleichmafig diffus. In den Abb. 11. 12 und 
13 zeigen sie schon eine zunehmende Granulation. In den Abb. 11 und 12 
geht plétzlich unter teilweisem Verschwinden von Vakuolenblaschen eine 
Spannungsinderung durch die Lipoidmembranen, wobei in die grofeu 
Vakuolenblisen, bzw. aus der Tropfenoberflache Protuberanzen vorquellen. 
In Abb. 13 ist bereits wieder Ruhe eingetreten. Die Vakuolenblaschen sind 
wieder vergréBert und schon nekrotisch abgerundet. Bemerkenswert ist der 
hyaline Saum an der groBen Vakuole, wohl cin neu entstandenes Entmi- 
schungsprodukt. 

Ahnliche Veranderungen der Tropfenoberflache lassen sich — teilweise 
auch reversibel — durch schwache elektrische Stréme erzielen, die man vor- 
sichtig durch das Praparat leitet. 

Beim Versuch. die Fibrillenbewegung durch elektrische Felder zu beeinflussen 
(negatives Resultat), wurde das gegen den Mikroskoprevolver durch ein breites 
Kunststoffgewinde isolierte Ph.-Ol-Imm.-Objektivy von einem Pol einer Influenz- 
maschine aufgeladen. Das Mikroskop war geerdet und unter dem Objekttrager 
in der Mitte der Kondensor-Frontlinse ein kleines Metallblattchen angeklebt. das 
mit dem Stativ leitend in Verbindung stand. Immer kurz danach, wenn ein Ent- 
ladungsfunken auf bzw. um das mit Paraffin eingeschlossene Praparat gesprungen 
war, zeigte die Tropfenoberflache Krauselungen und Protuberanzen in der oben 
geschilderten Art. Die Oberfliche glattete sich stets wieder. Nach mehrmaliger 
Wiederholung koagulierte der Tropfen. 


Der beschriebene Versuch zeigt. dak auch die Lipoidbliaschen, wie dic 
zuerst behandelten Lipoidlamellen gegeniiber elektrischen Strémen beson- 
ders empfindlich sind. Vielleicht liegen auch hier Ladungsinderungen diesem 
Geschehen zugrunde. 
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Allgemein kann vermutet werden, da die Blaschenvakuolen ein durch 
Oberflachenspannungskriifte umgewandeltes und beherrschtes Endoplasma- 
tisches Retikulum darstellen. 


Die Sphérosomen und ihre Vorstadien 


Die aus den Zellen héherer Pflanzen bekannten Sphirosomen (P erner 
|23], friiher als .Mikrosomen™ bezeichnet, vgl. auch Héfler [8]) finden 
sich auch bei den Characeen. Sie erscheinen im Hellfeld und Phasenkontrast 
als auffallende Kérper und im Dunkelfeld als leuchtende Punkte oder 
kleine Ringe (Abb. 20). Ihr Durchmesser liegt bei Internodialzellen von 
Nitellopsis stelligera etwa um 0,7 4, doch schwanken die Werte. Im Dunkel- 
feld erkennt man Ubergangsstadien zu kleineren Kérpern, die vor allem 
im Ultramikroskop gut sichtbar sind (D = ca. 0.1 uw bis 0.4 u) und heftige 
Brownsche Bewegung zeigen (Abb. 20). Man méchte annehmen, da die 
Sphirosomen aus diesen Kérpern, die daher als .Prasphiirosomen” be- 
zeichnet sein sollen, entstehen. Die Priisphairosomen sind jene .kleinen 
Mikrosomen™ |13|. die stets den Fibrillen anhaften (Abb. 3). Wahrschein- 
lich sind die meisten Prasphaérosomen an Tragerfibrillen gebunden. Im 
Ultramikroskop kénnen diese am gemeinsamen Trift mehrerer Teilchen leicht 
erkannt werden. Die haufige. plétzliche Stabilisierung eines zuerst in Brown- 
scher Bewegung befindlichen Praspharosoms deutet auf solch eine Bindung 
hin. Damit ist auch in Ubereinstimmung, daf die Prasphirosomen die von 
der Plasmastrémung am ehesten bewegten Teilchen sind (vgl. [14]). 

Die Prasphirosomen entsiehen anscheinend sublichtmikroskopisch an 
den Fibrillen. Wenn ein Prasphairosom gréBer geworden ist und im Dunkel- 
feld als flachiger Kérper oder als Ring erscheint. verliert es die Haftfahig- 
keit zu den Fibrillen. Es werden aber nur wenige Priaspharosomen zu aus- 
gepragten Sphiarosomen. So hatte z. B. ein kleiner Plasmatropfen von Nitel- 
lopsis stell. (D = 244, Vol. = 7235 u*) grob geschatzt ca. 400 bis 500 Pri- 
sphairosomen und nur 40 Sphirosomen. Das Verhialtnis zwischen Sphiiro- 
somen und Priasphirosomen ist also etwa 1 : 10. Meist sind gleich grofe Prii- 
sphirosomen und gleich groBe Spharosomen deutlich voneinander unter- 
scheidbar (Abb. 20) und Ubergangsstadien sind selien. Der Obergang diirfte 
etappenweise erfolgen. 

Bei Lichtentzug (Pflanzen 10 Tage im Dunkeln) lieBen sich keine kleinen 
Praspharosomen mehr nachweisen bzw. ihre GréRe lag an der Grenze der 
Nachweisbarkeit, dagegen konnten viele Ubergangsstadien zu Sphirosomen 
beobachtet werden. AuBerdem waren viele Riesensphairosomen entstanden 
(D =ca. 3,04). Diese bildeten Ubergiinge zu grofen Lipoidtropfen, wie 
sie haufig auch bei Zellen vorkommen, die im Winter im Schlamm zu finden 
sind (Abb. 5). 

Wie Perner |23| an den Spharosomen von Allium cepa gezeigt hat. 
enthalten sie einen Eiweifanteil. Auch die bei den Characeen vorkom- 
menden Sphiarosomen zeigen nach Fixierung mit Methanoleisessig und Be- 
handlung mit Amidoschwarz eine deutliche Fairbung. Wenn die Prisphiroso- 
men an den Proteinfibrillen des Plasmas entstehen, kann ihr Verschwinden 
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bei langerem Lichtmangel als Folge der verminderten Eiweifsynthese durch 
den schlechten Ernahrungszustand beim Assimilationsausfall gedeutet wer- 
cen. Man kann ferner vermuten, daft bei der Umbildung von Priasphiro- 
somen zu Sphirosomen vor allem eine Zunahme der Lipoidsubstanz erfolgt. 
wahrend der Eiweifgehalt kaum mehr vermehrt wird. 

Eine zumindest auferliche Umwandlung von Prisphirosomen in Sphiiro- 
somen erfolgt schnell (in wenigen Stunden) bei dem als ,globulire Degene- 
ration~ der Fibrillen beschriebenen Zustand |13j. Hier legen sich die Prii- 
sphirosomen oft flachig zusammen und lassen haufig eine VergréRerung 
bzw., wie Sphirosomen, ein Lumen erkennen (Abb. 21, Abb. 22). 

Uber eine der méglichen Funktionen der Sphirosomen bzw. Prasphiaro- 
somen gibt vielleicht folgende zufallige Beobachtung AufschluB [11]: 

Eine Internodialzelle von Nitella opaca, die schon etwas unterirdisch gewachsen 
war, hatte an einem Ende eine leichte Kriimmung. Als sie prapariert am Objekt- 
trager lag. zeigte es sich, da® eine leichte Verschiebung des Deckglaschens eine 
Faltenbildung an einer gewissen Stelle der Zellwand bewirkte, die durch entgegen- 
gesetztes Verschieben wieder zum Verschwinden gebracht werden konnte. Drei der 
kurzen, locker gelagerten Chloroplastenketten zeigten im Bereiche der starksten 
Faltenbildung geschadigtes Aussehen. Die Strémung war langsam. Plétzlich sam- 
melten sich Sphairosomen in der Umgebung der Falten an. Entfernung der Falten 
zog zuerst keine Veriainderung nach sich. Nachdem aber die Falten wieder erzeugt 
worden waren. bewirkte die neuerliche Entfernung eine merkwiirdige Veranderung: 
Die kreisférmigen Konturen der Sphirosomen verschwanden plétzlich alle gleich- 
zeitig und die ganze Ansammlung erstarrte spontan zu einer formlosen Masse. Die 
Plasmastrémung ging indessen ungestért weiter und brachte neue Sphirosomen 
herbei. die sich an der selben Stelle erneut ansammelten. Die Ansammlung war 
nun durch Stunden zu beobachten, ohne da® durch Faltenbildung eine Verande- 
rung bewirkt werden konnte. Am niéchsten Tag war an der selben Stelle keine 
auffallende Sphirosomenansammlung mehr zu sehen, die drei geschaédigten Chloro- 
plastenketten lagen aber noch wie am Tag vorher. Trotz aller Bemiihungen gelang 
eine neuerliche Faltenbildung nicht mehr (Hellfeld-Beobachtung). 

Ahnliche Ansammlungen an Verletzungen zeigen auch die Prasphiro- 
somen. (Uber das Zustandekommen der Ansammlung vgl. [14].) Das be- 
schriebene spontane Verschwinden der Sphiarosomen im Plasma ist deshalb 
besonders bemerkenswert, weil sonst auch beim Platzen und der Koagu- 
lation eines Plasmatropfens die Sphairosomen noch langere Zeit ihre Ge- 
stalt beibehalten, wie H6fler und Url [10] auch an den Spharosomen 
des nekrotischen Plasmas von Allium cepa beobachteten. Die Sphairosomen 
bzw. Priisphirosomen diirften an Verletzungen durch einen aktiven Vor- 
gang zur Wundheilung geopfert werden. 


Die Chondriosomen 
Die Chondriosomen des Characeen-Plasmas sind kleine, schwer sichtbare 
Kérper. die nur im Phasenkontrast deutlich sind. Ihre Zahl ist etwa ein- 
bis zweimal so gro als die der Sphirosomen (ohne Priisphirosomen, vgl. 
oben). Es lassen sich bei Nitellopsis stelligera drei verschiedene Formen 
unterscheiden: 
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a) langlich-ovale, L = 0,5—2.0 wu, B = ca. 0,3—0,35 w (Abb. 14 a, g, Abb. 17) 
(die langeren Formen dieser Art sind meist quer eingeschniirt), 
b) ovale bis kugelférmige, D = ca. 1,2 w (Abb. 14), 
c) beistrich- bis spindelférmige, L = 1.5 uw, B = ca. 0.3 uw (Abb. 14 ¢, d, e) *. 
Alle drei Formen sind meist nebeneinander sichtbar, zumindest aber 
zwei. Zwischen Form a und Form b gibt es Ubergangszustiinde, wenn auch 
gewohnlich in einem Plasmatropfen beide Arten deutlich zu trennen sind. 


Abb. 14. Chondriosomen von Nitellopsis stelligera. Zeichnungen nach Phasenkon- 
trast-Beobachtung. a linglich-ovale, b abgerundete. c spindel- bis beistrichférmige, 
d eine Spindelform in drei Ansichten; in der mittleren Ansicht erscheint die Kon- 
tur unscharf, e méglicher Teilungsvorgang der Spindelformen (starkere Vergré- 
Rerung), f schlauch- bzw. kettenférmige Teilungsstadien der langlichen Formen. 
g Bereich zusammenliegender langlicher Formen, der von feinen Lipoidlamellen um- 
geben ist, h nekrotische Hantelformen. rechts ein durch passive Bewegung in die 
Lange gezogenes Chondriosom (stirkere Vergréferung), i unregelmaRig gebaute 
Riesenformen aus einer Zelle, die im Winter aus einem zugefrorenen Teich ent- 
nommen wurde. 


Ovale Formen kénnen noch zweigeteilt sein, die kugelf6rmigen sind es da- 
gegen niemals, so daf angenommen werden kann, daf es sich bei den 
kugelférmigen um Altersstadien der Form a handelt. Der Ubergang muf 
etappenweise erfolgen. 

Seltener sieht man lange Ketten (Abb. 14/). Diese Ketten entstehen 
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anscheinend aus Stadien, an denen noch keine Querdurchsdchniirungen er- 
kennbar sind. Es scheint kein Zweifel, daB hier Teilungsstadien und Phasen 
der Chondriosomenentstehung vorliegen. 

Die Chondriosomen der Form a und Form b sind sehr oft nicht gleich- 
maRig im Plasma verteilt. sondern finden sich in Zonen gehauft. Um diese 
Zonen, die meist viele quergeteilte Formen enthalten, erkennt man gelegent- 
lich zarte Lipoidlamellen (Abb. 14 g). 

Im nekrotischen Plasma kommt es zu einer Abrundung der langgestreck- 
ten Chondriosomen der Form a, wie es auch Héfler und Url [10] bei 
Allium cepa beschreiben. Eine besondere Art der nekrotischen Veriinderung 
sind hantelférmige Chondriosomen (Abb. 14h). Diese kénnen als a-Formen 
aufgefaRt werden, deren Endteile sich abgerundet haben und durch den 
schlauchférmigen Mittelteil zusammengehalten werden. Obwohl hantel- 
férmige Chondriosomen auch normalerweise vorkommen sollen [25]. diirfte 
dies nicht fiir das Characeen-Plasma gelten. 

Die Gestalt der Form ¢ lat sich lichtmikroskopisch wegen ihrer Klein- 
heit kaum in allen Dimensionen erfassen '. Die Kontur dieser Teilchen wird 
nimlich bei einer gewissen Lage versciwommen (Abb. 12d, Mitte). Auch 
werden sie im nekrotischen Plasma oft undeutlicher. Die Teilung diirfte 
so ablaufen, wie es Abb. 14e zeigt. doch ist diese Darstellung wegen der 
Kleinheit als fraglich anzusehen. Jedenfalls findet man haufig, wie auch bei 
Form a, parallel nebeneinander liegende Exemplare. Fiir die Annahme 
ciner Langsspaltung |31| fehlen aber die Teilungsstadien. Wahrscheinlich 
gleiten vielmehr die Teilstiicke nach der Querteilung nebeneinander. 

In den Verdunkelungsversuchen konnte keine deutliche Beeinflussung 
der Chondriosomen festgestellt werden, vielleicht deshalb. weil die Zellen 
untereinander ein zu unterschiedliches Aussehen der Chondriosomen auf- 
weisen. Dagegen waren bei Internodialzellen, die im Winter aus dem 
Schlamm des oben zugefrorenen Teiches entnommen wurden, abnorme Ver- 
haltnisse zu beobachten: Die Chondriosomen lieBen Riesenformen (L. = 7.0 
und mehr) und oft Verzweigungen erkennen, wie es Abb. 147 zeigt. Ahn- 
liche Verzweigungen sind elektronenmikroskopisch nach Rekonstruktion 
aus Schnittserien auch an tierischen Zellen gefunden worden |1]. 


Die Kerne 


In der Scheitelzelle ist um den Kern ein hyaliner Hof zu erkennen. Wohl 
im Verlauf der noch mitotischen Kernteilung erscheint der Kern hier oft aus 
vielen Stiickchen zusammengesetzt. Durch die iniquale Teilung der Schei- 
telzelle entstehen bekanntlich abwechselnd Knoten- und Internodialzellen. 
Nach Walther [34] geben die Kerne der Knotenzellen schwiichere Nu- 


' Wie die inzwischen vorgenommene elektronenmikroskopische Untersuchung 
ergab, handelt es sich bei den hier zur Form c gestellten Bildungen (Abb. 14c¢, d 
und e) nicht um Chondriosomen, sondern wahrscheinlich um die aus der elektronen- 
mikroskopischen Literatur bekannten Golgi-Kérper. Danach sind diese Kérper 
Jichtmikroskopisch also leicht mit den Chondriosomen zu verwechseln. 
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klearreaktionen als die der Internodialzellen. Scheitelzellen, Knotenzellen, 
kurze Blattspitzenzellen und junge Internodial- bzw. Blattzellen sind ein- 
kernig. Beginnen die beiden letztgenannten Zellen ihr Langenwachstum, 
setzt auch die Fragmentation der Kerne ein. 

In sehr grofen Internodialzellen von Nitella (Lange 8 cm) schatzt K is- 
ser [16] 6000 bis 8000 Kernstiicke. Wahrend die Kerne in den ausgewach- 
senen Internodialzellen oft Wurst- oder Nierenformen haben (Abb. 26), sind 
sie bei der Fragmentation in jiingeren Zellen zuerst kugelig bis oval (vgl. 
Abb. 19) und werden dann durchgeschniirt (Naheres iiber die Fragmentation 
und die damit verbundene Rotation der Kerne bei Fetzmann (5}, iiber 
den Durchschniirungsvorgang vgl. auch [13}). 

Jeder Kern lat mehrere Nukleolen erkennen. Die Anzahl der Nukle- 
olen in den Kernen einer Zelle kann verschieden sein. Die Nukleolen er- 
scheinen oft spindelférmig langgestreckt und runden sich bei langerer Beob- 
achtung (Lichteinwirkung) ab. Sie teilen sich im Zusammenhang mit der 
Fragmentation. Dagegen ist nur in einem einzigen Kern einer grofen Inter- 
nodialzelle (Nitella) ein Chromozentrum nachweisbar (Heitz |[7]). 

Bei der Nekrose des Plasmas zeigt der Kern siets vor dem Plasma das 
granulierte, nekrotische Aussehen (vgl. Abb. 13 gegeniiber Abb. 10). Meist 
kontrahiert sich dabei der Kerninhalt und lést sich von der Kernmembran 
ab (Abb. 26). Oft werden an der Kernmembran zugleich Blahungen sicht- 
bar, die schon Strugger [32] an Kernen nekrotischer Zellen beschreibt. 
(Bei Strug ger auch weitere pathologische Kernverinderungen.) Gelegent- 
lich zeigten die Teilchen des Kerninneren Brow nsche Bewegung, obwohl 
das umgebende Plasma noch keine Nekroseerscheinungen aufwies. Viel- 
leicht besteht hier eine Analogie mit der von Strugger durch 0,1 mol 
KNO, erzielten Verfliissigungen der Kerne (Chara fragilis). 

In bestimmten Zellen ist die Fragmentation gehemmt. So beschreibt 
Johow [15] lange, bandférmige Kerne in den Rindenzellen von Chara. 
Auch in den Rhizoidzellen von Chara sind die Kerne lang-fadenférmig 
ausgezogen und oft gitterartig durchbrochen (Linsbauer _[18|). Die 
Nukleolen dieser Kerne erscheinen ebenfalls ganz langgestreckt (Zacha- 
rias [36|). 


Die Chloroplasten 


Die Chloroplasten sind in der ruhenden peripheren Plasmaschicht ket- 
tenférmig aneinandergereiht (iiber das zusammenhaltende Substrat vgl. 
[14]). Wahrend sie im Anoptral-Phasenkontrast hell iiberstrahlt aufleuch- 
ten (Abb. 19), zeigen sie im positiven Phasenkontrast bei frisch gewachsenen 
Zellen sehr schén die Grana (Abb. 16). 

Im Normalzustand langgestreckt, runden sie sich wahrend der Zell- 
nekrose ab. Durch intensive Beleuchtung bleichen sie und werden sdhlieB- 
lich zerstért (Pringsheim [27]). Bei der Nekrose werden in den Chloro- 
plasten die Starkekérner deutlich (Abb. 17), die in frisch gewachsenen Zel- 
Jen im Normalzustand kaum sichtbar sind. In alteren Zellen lassen sich die 
Stirkekérner auch im Hellfeld stets gut erkennen. Die unierirdisch im 
Schlamm wachsenden Internodialzellen und besonders die Uberwinterungs- 
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knéllchen enthalten farblose Plastiden mit auffallend grofen Stirke- 
kérnern. 

Die Plastiden sind bereits in der Hauptscheitelzelle als farblose, peripher 
liegende Schleifen (Proplastiden) feststellbar. In Scheitelzellen von Neben- 
sprossen haben sie schon eine griinliche Farbung. Nach der Teilung der 
Scheitelzelle und mit dem eintretenden Lingenwachstum der Zelle beginnen 
sie sich zu teilen. In den Internodial- bzw. Blattzellen entstehen dann durch 
fortgesetzte Querteilungen die Chloroplastenketten. Anscheinend ist 6fters 
die mit Querteilung verbundene Langenzunahme der Chloroplastenketien 
groéRer als das Langenwachstum der Zelle. Deshalb sieht man in jiingeren 
Zellen die Chloroplastenketten haufig in Zick-Zack-Linien angeordnet 
(Abb. 15). 

Nach Mirande [20] sind bei Chara die Chloroplasten stellenweise durch 
Plastidensubstanz zu Ketten verbunden. Auch in dlteren Internodialzellen 
diirfte die Teilung nicht mehr zu Ende gefiihrt werden. Die Chloroplasten 
bleiben dann teilweise eingeschniirt. 

Es wire moglich, dal die Plastidenteilung ahnlich ablauft wie die Frag- 
mentation der Kerne, indem sie von den Fibrillen des Plasmas durchge- 
schniirt werden (vgl. |13]). 

Barg [2| beschreibt lange grofe Chloreplasten beiderseits des Indiffe- 
renzstreifens. Nach eigenen Beobachtungen kénnen dort fast immer nur ab- 
gerundete gefunden werden. Diese sind es dann auch, die sich infolge weni- 
ger fester Verankerung in der Wandschichte leicht loslésen kénnen und in die 
Sirémung geraten. Langere Zeit von der Strémung mitgefiihrte Plastiden 
erscheinen sehr bla und sind anscheinend durch Quellung vergréBert. 

In unterirdisch frisch gewachsenen Internodial- und Rhizoidzellen werden 
die Plastiden farblos und sehr zart ausgebildet. Uber die Entstehung von 
Chloroplasten aus eventuell im Plasma vorhandenen Proplastiden (viel- 
leicht aus gewissen hier zu den Chondriosomen |Formc ?*| gerechneten 
Koérpern), konnten keine Beobachtungen gemacht werden. 

In mit Paraffin eingeschlossenen Praparaten des ausgeprefien Zellinhal- 
tes treten nach einigen Tagen stets Entmischungserscheinungen an den 
im Zellsaft herumliegenden Chloroplasten auf (Abb. 18, die iiberlebenden 


3 Kin Primargranum, wie bei den Proplastiden der héheren Pflanzen, war nie 
zu erkennen, ebensowenig eine améboide Beweglichkeit. 


Abb. 15. Kleine Blattspitzenzelle von Nitellopsis stell. Im Plasma Blaschenvakuolen. 
Posit. Phako-Olimmersion. 
Abb. 16. Grana in einer frisch gewachsenen Internodial-Zelle von Nit. stell. 
Posit. Phako-Olimmersion, sehr stark vergréRert. 
Abb. 17. Abgerundete Chloroplasten am Indifferenzstreifen einer etwas geschadigten 
Internodialzelle von Nit. stell. Zum Teil sind in den Chloroplasten die Starkek6rner 
deutlich. Viele Chondriosomen liegen der Wand an. Posit. Phako-Olimmersion. 
Abb. 18. Lipoide Entmischungsfiguren an toten, mehrere Tage im Zellsaft liegenden 
Chloroplasten. Hellfeld, Glimmersion. 


4* 
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Plasmatropfen sind zu diesem Zeitpunkt schon langst koaguliert). Diese 
K6rper entstehen aus Chloroplasien. Sie erinnern an Myelinfiguren, zeigen 
aber eine relativ feste Konsistenz und keine Vibration durch Bro w nsche 
Bewegung im Dunkelfeld. Im Hellfeld erscheinen die dickeren Figuren 
braun gefarbt und lassen im UV-Licht eine rote Eigenfluoreszenz erkennen. 
Dies deutet auf das Vorhandensein von Chlorophyll hin. Oft sind Aufspal- 
tungen zu sehen oder, aus dem Inneren herausragend, ein feiner Docht. An- 
scheinend bilden hier die das Chlorophyll extrahierenden Chloroplasten- 
Lipoide diese merkwiirdigen Formen. 

Uber die Chromoplasten der Antheridienzellen sind dem Verfasser keine 
genaueren Angaben bekannt. 


Spezifische Einschliisse des Characeen-Protoplasmas 


Eiweifschollen: Im Plasma Alterer Internodial- und Blattzellen 
finden sich stets starre, unregelmafig geformte Kérper von sehr verschiede- 
ner GréRe (Abb. 23, Abb. 11). Bei den Chara-Arten sind diese Kérper in 
auffallender Menge und Gréfe anzutreffen, so daft sie die mikroskopische 
Beobachtung des iibrigen Plasmas stéren. Sie bestehen anscheinend grof- 
teils aus Eiweift, da sie sich in HCl-Pepsin auflésen. 

Im Phasenkontrast ist zu erkennen, dafi die Schollen haufig in Vakuolen- 
blaschen eingeschlossen sind. Sie entstehen im Plasma und werden dann in 
den Zellsaft abgegeben. Am Indifferenzstreifen konnten 6fters abgetrennte 
Plasmabereiche (,,Plasma-Amében“) beobachtet werden, die alle Ubergangs- 
stadien zu diesen Schollen zeigten. Die deutlich kontrastierten Prasphiaro- 
somen waren dort in bestimmten Stadien nicht mehr voneinander zu unter- 
scheiden. AuBerdem diirften die Schollen aber auch im strémenden Plasma 
entstehen kénnen. 


Abb. 19. Plasmatropfen von Nit. stell., Ubersicht. Die Chloroplasten leuchten ganz 
hell. Im oberen Bildteil mehrere Zellkerne neben Blaschenvakuolen. Anoptral-Phako, 
mittlere Vergréferung. 


Abb. 20. Elektronenblitzaufnahme eines Tropfenteils. Die abgebildeten Sphiaro- 
somen und Pra-Spharosomen zeigten heftige Bro wnsche Bewegung. Dunkelfeld, 
aplanatischer Dunkelfeldkondensor, Olimmersionsobjektiv, Multiblitz von Leitz. 
Abb. 21 und 22. Flachig zusammengeballte und vergréferte Pré-Sphirosomen bei 
der .globularen Fibrillendegeneration“ des Plasmas (vgl. 13). Dunkelfeld, Aplanat. 
Dunkelfeldkondensor, Olimmersion. 
Abb. 23. Eiweifschollen von Nit. stell., Anoptral-Phako-Olimmersion. 


Abb. 24 und 25. EiweiB-(?)-Kristalle aus dem Plasma von Nit. stell. Anoptral-Phako- 
Olimmersion. 

Abb. 26. Zwei nekrotische Kerne von Chara foetida. Der Kerninhalt hat sich kontra- 

hiert und von der Kernmembran abgelist. Dunkelfeld, Kardioid-Kondensor. Olimm. 


Abb. 27. Nebenspro&spitze von Nit. stell. In den auf die Scheitelzelle folgenden 
Zellen sind kugelige Teilchen erkennbar (durch Pfeile bezeichnet). Hellfeld, Olimm. 


























Abb. 19—27. 
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Wird eine Zelle mit der Nadel eines Mikromanipulators angestochen 
{21, 22], so bewirkt der Turgordruck ein heftiges Ausstrémen besonders von 
Zellsaft aus der Offnung. Haufig bildet sich aber ein Propfen, der den Aus- 
flu& stoppt und das Leben der Zelle rettet. Dieser Propfen wird hauptsich. 
lich aus durch Plasma verklebten Eiweifschollen des Zellsaftes gebildet. 

Stachel-und Blasenkugeln: Da dem Verfasser keine Nitella- 
Arten zur Verfiigung standen, konnten iiber die nur bei dieser Art vor- 
handenen Stachel- und Blasenkugeln keine Beobachtungen gemacht werden 
(vgl. Hartel [6]). Méglicherweise entspricht der Inhalt der Stachelkugeln 
chemisch den beschriebenen Eiweifschollen. 


Eiweif(?)-Kristalle: Im Dunkelfeld erkennt man hiufig im 
strémenden Plasma feine, zirka chloroplastenlange KristallspieBe. Im aus- 
gepreRten Zellinhalt lassen sie sich gut im Phasenkontrast untersuchen. Sie 
erscheinen oft verwachsen und der Lange nach gespalien (Abb. 24) oder sind 
gebogen (Abb. 25). Ihre GréRe ist nicht selten an der Grenze der Sichtbar- 
keit. Auf Grund ihrer Form kann vermutet werden, da es sich hier um 
Eiweifkristalle handelt. Vielleicht breiten sich die oben beschriebenen ent- 
mischten Chloroplasten-Lipoide entlang solcher sehr feiner Kristalle aus, 


Kugelige Teilchen der Spitzenregion: In der 2. und 
3. Zellgeneration (von der Scheitelzelle gerechnet) sind bei Nitellopsis stell. 
stets kugelige Kérper in unbewegter peripherer Lage zu sehen (Abb. 27). 
Sie haben etwa das Aussehen und die GréBe von Sphirosomen, machen aber 
einen mehr kompakien Eindruck. In der Scheitelzelle selbst sind sie nicht 
zu erkennen. 

Glanzkérperchen: Der Vollstandigkeit halber seien hier auch 
diese im Spitzenplasma der Rhizoidzellen liegenden stets langlichen Korper 
erwahnt (bei Nit. stell. L = ca. 5,0 u, B= ca. 1,5 uw), denen man Statolithen- 
Funktion zugesprochen hat [3]. 


Zusammenfassung 


Characeen-Protoplasma (besonders von Nitellopsis [= Tolypellopsis] 
stelligera) wurde sowohl in der Zelle als auch in Form iiberlebender, in den 
Zellsaft ausgepreBter Tropfen lichtmikroskopisch untersucht (Hell- und 
Dunkelfeld, positiver Phasenkontrast und negativer Anoptral-Phasenkon- 
trast). 

Die verschiedenen Strukiuren und Inhaltskérper des Plasmas werden 
mit Ausnahme der Fibrillen (vgl. |13, 14]) beschrieben und ihre Entstehung 
und Funktion nach Méglichkeit besprochen. Folgende bemerkenswertere 
Beobachtungen seien hier herausgegriffen: 

1. In den ausgeprefien Plasmatropfen kommt es allmihlich zu einer 
irreversiblen Entmischung des Plasmas (Abb. 9), ohne da® die Lebensbewe- 
gungen aufhéren. 

2. Platzt das tonoplastenartige Oberflachenhiuitchen eines Tropfens, so 
bilden sich sofort iiberall im Tropfen feinste, doppelbrechende Lipoidlamel- 
len (Abb. 1) und die Lebensbewegungen erléschen. 
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3. Eine besondere Form der lipoiden Blaschenvakuolen, die von anderen 
Objekten bekannten wabigen Schaumvakuolen des Plasmas, zeigen im Zu- 
sammenhang mit der Nekrose auffallende Spannungsanderungen bzw. Kon- 
traktionen (Abb. 10, Abb. 11, Abb. 12, Abb. 13). 

4. Es wird angenommen. dafi die Spharosomen aus sehr kleinen Teil- 
chen (D = 0,1 w bis 0,4 u, Abb. 20) entstehen, die als .,Prisphirosomen” be- 
zeichnet werden und den Fibrillen anhaften. 

5. Es lassen sich drei Typen von Chondriosomen unterscheiden (Abb. 14 a. 
b und c). Verzweigte Riesenchondriosomen fanden sich in Zellen, die im 
Winter einem zugefrorenen Teich entnommen wurden (Abb. 14 i). 

6. Im Plasma lassen sich bei Nitellopsis stell.) spieBférmige, vermutlich 
aus Eiweiff bestehende Kristalle nachweisen (Abb. 24, Abb. 23). 

7. In ganz jungen Zellen (mit Ausnahme der Scheitelzelle) treten (bei 
Nitellopsis stell.) nicht naher bestimmte, kugelige Teilchen auf (Abb, 27). 
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Introduction 


As a vital stain selectively absorbed in chloroplasts rhodamine B was 
used for the first time by Strugger (1936/37 a and b) who in his experi- 
ments observed the manner in which rhodamine is accumulated in tissues 
and its influence on photosynthesis. Using the method of bubble counting 
he found that in the first half hour after staining photosynthesis was sligthly 
intensified but later for the next few hours of staining the rate of photo- 
synthesis was lower than in the controle. Contrarily to these results P i r- 
son and Alberts (1941) found that in isolated leaves of Helodea photo- 
synthesis measured with Warburg’s method was stopped completely or 
almost completely after 60—120 minutes of treatment with rhodamine. 
Pirson and Alberts supposed that Strugger’s measurements were 
influenced by photosynthesis proceeding in unstained leaves or parts of 
leaves, but that the chloroplasts which had absorbed the dye were no longer 
capable of assimilation. Recently Lindner (1959), however, reported 
that chloroplasts stained with rhodamine and then treated with a solution 
of nicotine were vacuolized after exposure to light. This means that such 
chloroplasts did not loss the ability to photosynthesis even after 10 hours 
of staining. 

The nicotine test gives only qualitative results and in view of the low 
accuracy of the bubble counting method (G 6rski 1930, 1935) no reliable 
quantitative data can be obtained with it. Nevertheless, both methods 
show that, contrarily to what was reported by Pirson and Alberts, 
chloroplasts retain photosynthetic abilities after staining with rhodamine. 
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In connection with these contradictory results a new investigation of the 
problem has been thought useful. Thus the aim of this investigation has 
been to measure the rate of photosynthesis in isolated leaves of Helodea 
stained with rhodamine B. Photosynthesis was measured by the respiro- 
metric method (Zurzycki 1955a), which made possible measurements 
of the gaseous exchange in a definite section of a leaf with the simultaneous 
control of the degree of staining. In the course of measurements the leaves 
were submerged in water or in a solution of the stain and did not contact 
directly with the buffer, as would be the case with Warburg’s method. 


Material and Methods 


For experiments plants of Helodea canadensis grown in an aquarium 
were used. All the measurements were carried out on young but fully 
developped leaves cut off from the shoot 6—10cm. from the apex. The 

leaves were cut from the 
shoot about 12 hours before 
an experiment started and 
in the meanwhile were kept 
in tap water. 
Observations were made 
with a Lumipan micro- 
scope equipped with 40x 
and 90x objective lenses. 
For measurements a 15x 
eyepiece was used. The 
equipment for photograph- 
ing was a_ green filter 
Fig.1. Microphotographs made at the 557 my (Schott VG 5,2mm.) or an 
wave length such as were used for densitometric interference filter with the 
measurements. The density of plate was mea- maximum transmittance at 
sured with a microdensitometer for the areas 557 mu. 


marked by circles. Light absorption in sol- 


utions and in stained leaves 
was measured with an Uvispek (Hilger) spectrophotometer. For measure- 
ments of light absorption in leaves Shibata’s opal plate method (Shibata, 
Benson and Calvin 1954, Shibata 1958) was used. Light absorption 
in chloroplasts and vacuoles was measured by defining the local densities on 
microphotographs of cells after exposing plates to 557 mu light. The local 
density of negatives was defined in an enlarger adapted for use as a micro- 
densitometer and coupled with a photomultiplier (Walker 1958); the 
projections being magnified 2300X. The optical density of negatives was 
measured in a field corresponding to a section 2 « in diameter of the micro- 
scopic preparation. To define light absorption in a chloroplast the density 
of the film at the centre of the chloroplast was compared with the density 
of two or three similar areas in its direct vicinity regarded as the “back- 
ground” (Fig. 1). Light absorption in vacuoles was calculated from densito- 
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metric measurements for several points of each cell carried out after the 
chloroplasts had been centrifuged away and by comparing these measure- 
ments with densitometric measurements of the preparation outside the 
leaf. Extinctions were calculated from the difference of the measured 
density in the sections of the leaf and in the background using densitometric 
curves for the plates used in making photographs. 

Measurements of photosynthesis were carried out in a capillary respiro- 
meter (Zurzycki 1955a and b) modified so that it incorporated four 
chambers (Starzecki, in press). The active cross-section area of the 
capillaries was 0.0182 mm*. The lighting equipment of the respirometer is 
shown in Fig. 2. Heat filters consisted of a ferrous ammonium sulphate 
solution (70 g./litre) in a layer 5 cm. thick for white light and for interference 
filters of more than 480 mu or of a CuSO, solution (10 g./litre) for inter- 
ference filters of less than 
480 mu. To obtain mono- 
chromatic light line inter- A bi 
ference filters (Schott SIF’) 
with maxima at 400, 442. 
482, 523, 557, 602, 642, 682 my 
were used. Light intensity 
was measured on the plane 
of the chambers using in 
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: ; : Fig. 2. The optical system of the respirometer. 
the case of white light a 1 projector lamp of 250W. 2 and 5 lenses. 
photoelement and were re- 5 liquid filter, 4 diaphragm. 6 interference filter. 
corded in luxes. In the case 7 prism. 8 reaction chambers of respirometer. 
of coloured light, a Kipp 

thermopile was used and light intensities were then recorded in ergs per 
cm? and sec. Measurements of the gaseous exchange were made at the tem- 
perature of 22°C. Each measurements of photosynthesis or respiration 
consisted of 5—6 recordings of the production or consumption of oxygen 
repeated at 3 minute intervals during half an hour. 


Results 
Staining 

The concentration of the dye used for staining was basically the same 
as the concentration in Strugger’s experiments, i.e. 1 : 1000 (= 2.08 X 
10-*M). Fig. 3 illustrates the absorption of light in a layer one em. thick 
of this solution according to spectrophotometric measurements. To bring 
out more forcibly the absorption of light in the’short-wave range both the 
extinction and the logarithms of extinction in the solution have been ploi- 
ted. As is to be seen from the curves light absorption in the solution is 
strongest for wave lengths of 500 to 580 my. In the short-wave range ab- 
sorption is much weaker and for wave lengths of more than 610 my it drops 


almost to nought. 


The colour of Helodea leaves changed to durty green already a few 
minutes after they had been placed in the 1 : 1000 solution of rhodamine. 
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After one hour in the solution the red tint became much deeper and afier 
several hours the leaves assumed a dark red colour. The changes in the 


log E 


} 











500 
Fig. 3. Optical properties of a icm. layer of the 1: 1000 rhodamine B solution. 
Curve 1—extinction (left scale), curve 2—logarithms of extinction (right scale). 
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400 ) 500 600 700 mu 
Fig. 4. Optical transmittance of a Helodea canadensis leaf before staining (dotted 
line) and after staining for one hour in the 1 :1000 rhodamine B solution (solid 
line). x-axis—wave length, y-axis—transmittance. 


spectral transmittance of leaves before staining and after one hour of 
staining are shown in Fig. 4. As is to be seen from these curves the change 
of absorption was insignificant for blue and red light, whereas for wave 
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lengths 500 to 600 mu absorption sharply increased with a well marked peak 
at 557 mu, similarly as in the water solution of rhodamine. The slight 
increase of transmittance in the short-wave range was probably due to 
changes in the position of chloroplasts during staining, but this point will 
be dealt with more fully further on. Since the peak of light absorbed by 
the dye taken in by leaves was not shifted, the difference between the ex- 
tinction at the wave length of 557 my before and after staining was assumed 
in further determinations as the measure of the amount of the dye taken 
in by leaves. Determina- 
tions made on thisassump- 4£ 
tion (Fig. 5) indicate that ws 
the dye was taken in very 
rapidly during the first 
hour of staining and then 
gradually more and more 
slowly during the next 
several hours. However, 
even in the tenth hour 
of staining a rise in the 
level of the dye in leaves 
was still noticeable. In 
leaves transferred after 
various times of staining 








totap water changed every ; ' 3 / r ; . é rage 
30 minutes the dye was 

washed out. The process 
on the whole proceeded 
more rapidly in leaves 


Fig. 5. Changes of extinction at the 557 my wave 
length during staining in the 1 : 1000 rhodamine B 
solution and after placing in water. x-axis—time 
in hours, y-axis—changes of extinction. Each 
more strongly stained, but point corresponds to the average value of measure- 
even in leaves stained for ments made on three leaves. The leaves cut off 
a very short time (e. g. from one branch. 

10 minutes) traces of rhod- 

amine could be detected spectroscopically after many hours of washing 
in clean water. 

For comparative measurements of photosynthesis it is necessary to main- 
tain the concentration of the dye in leaves at more or less unchanged level, 
but this was obtained neither by keeping leaves in the staining solution for 
a long time nor by transferring stained leaves to clean tap water. Another 
attempt at stabilizing the rhodamine concentration consisted in transfer- 
ring leaves after one hour of staining in the 1 : 1000 solution to solutions 
of various concentrations. The changes of extinction in these tests (Fig. 6) 
indicated that the dye was still taken in when leaves were transferred to 
concentrations of 1 : 2000 or more, whereas at concentrations of 1 : 5000 and 
less the amount of the dye in leaf tissue decreased. In leaves transferred 
to concentrations of 1 : 3000 or 1 : 4000 extinction was maintained at a more 
or less constant level. On the basis of these results the following procedure 








62 J. Zurzycki and W, Starzecki 


was accepted for staining in further experiments: after one hour of staining 
in the 1: 1000 rhodamine solution leaves were transferred to the 1 : 4000 
solution. In this way during at least 2 to 12 hours after staining had started 
the total amount of the dye in leaves remained constant at the level corres- 
ponding to the rise of light extinction in leaves at the 557 mu wave length 
by about 1,0. 

In the course of experiments on the rate of photosynthesis it was found 
necessary to use also leaves stained in much weaker concentrations. Ana- 
logically as has described above it was found that in leaves stained for 
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1: 20000 
Fig. 6. Pig: 7: 
Fig. 6. Changes of extinction at the 557 my wave length in leaves stained for one 
hour (upper family of curves) and for 5 minutes (lower family of curves) in the 
1: 1000 rhodamine solution and then transferred to solutions of various concen- 
trations. The figures marking the curves indicate the concentration in the second 


stage of staining. Other details as in Fig. 5. 
Fig. 7. Variability of the staining ability of 10 leaves cut off from different bran- 
ches and stained according to the 1 : 1000 >1 : 20.000 and 1 : 4000 systems. Thin 
line—extinction in unstained leaves, heavy line—the increase of extinction. 


5 minutes in the 1 : 1000 solution and then transferred to the concentration 
of 1 : 20.000 the amuont of the mye taken in by leaves was maintained at 
a constant level corresponding to the rise of light extinction at the 557 mu 
wave length by about 0.2 (Fig. 6). 


Individual differences in the staining capacity were manifested even by 
leaves isolated from neighbouring nodes of one branch. These differences 
became more pronounced when the staining capacity of leaves from various 
shoots were compared. Since for measurements of photosynthesis leaves 
from various branches were used the variability in the amount of the dye 
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taken in by 10 leaves was examined, It was found that the individual 
variability in the increase of extinction in stained leaves was rather wide 
(Fig. 7) and in no way associated with the extinction of unstained leaves. 

Microscopic examinations of changes occuring in cells during staining 
fully confirmed the effects observed by Strugger (1936/37 a and b) and 
Lindner (1959). During the first 5 to 15 minutes of staining the grana 
of chloroplasts in the upper cell layer of leaves were stained selectively. 
then as more of the staining solution was taken in the limits of the grana 
became oblitered. During the first hour of staining the dye was rapidly 
accumulated in chloroplasts and their outlines became somewhat rounded 


Fig. 8. Changes of the shape and the arrangement of chloroplasts from the top side 
of a leaf stained in the 1: 1000 solution. a before staining, b 1 hour, ¢ 8 hours 
afier staining. 


off. The mosaic formed by chloroplasts in the upper layer of cells before 
staining (Fig. 8a) disappeared, the arrangement of chloroplasts was less 
compact with empty spaces appearing between them and sometimes some 
chloroplasts partly overlapping. The loosening of the chloroplast arrange- 
ment proceed and more chloroplasts overlapped in the further hours of 
staining. After 4 hours the first bowl shaped chloroplasts described by 
Lindner appeared. At first such chloroplasts were few, but after 6 to 8 hours 
about half of the chloroplasts were bowl-shaped, and after 10 to 12 hours 
all chloroplasts assumed that shape (Fig. 8c). In leaves stained for 15 to 
20 hours some chloroplasts were shaped in the form of very deep bowls, 
while others were flattened and in the form of polygons. In this last case 
the plastids were crouded into larger groups pressed flat on the cell walls 
and formed mosaics in which no chloroplasts ever overlapped; moreover 
fusions and bridges were frequent between these chloroplasts, especially 
in the later stages. Contrarily to the homogeneous structure of the bowl- 
shaped chloroplasts the structure of the flattened polygonal chloroplasts 
was distinctly granular. The sequence of changes taking place in the shape 
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of chloroplasts during staining is shown in Fig. 9. Measurements of the 
average diameter and thickness of 50 chloroplasis (Fig. 10) showed that 
during the first hour of staining the diameter of chloroplasts slightly 
diminished and their thickness increased. Later, when bowls had formed, 


Fig. 9. Schematic diagram showing how the shape of chloroplasts changes during 
staining. 


the diameter of bowls did not decrease but their thickness diminished. 
Thus, the formation of bowls probably consisted in the flattening of chlo- 
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Fig. 10. Fig. 11. 


Fig. 10. Average dimensions of chloroplasts during staining in the 1 : 1000 solution. 
Every point corresponds to the average of 50 measurements. x-axis—time in hours, 
y-axis—diameter and thickness of chloroplasts in wu. 

Fig. 11. Changes of the average extinction in chloroplasts at the 556 mu wave length 
after staining according to the 1: 1000, 1 : 1000 - 1 : 4000, and 1 : 1000 — 1 : 20.000 
systems. x-axis—time in hours, y-axis—average extinction. Every point corre- 
sponds to the average of 1520 densitometric measurements. 


replasts most strongly in their thickest central part with the rin., showing 
a tendency to shrink. 


In chloroplasts of the under side of leaves the changes were similar but 
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slower. The chloroplasts usually retained their rather compact arrange- 
ment for 8 to 15 hours of staining. The first bowls did not appear till 
after 6 to 8 hours. After 15 to 20 hours only % of chloroplasts had assumed 
the bowl shape, though they were still much less concave than on the upper 
surface. The flat polygonal chloroplasts were not observed even after 20 
hours of staining. 

The method of staining first in the 1: 1000 and then in the 1 : 4000 
solution slowed down considerably the changes taking place during many 
hours of staining in the 1: 1000 solution. The chloroplasts retained their 
typical shape and the somewhat dispersed arrangement for many hours 
without any changes. The first slightly concave bowl-shaped chloroplasts 
in cells of the upper side appeared after 15 to 20 hours of staining, on the 
under side no bowl-shaped chloroplasts were found. 


Staining in 1 : 1000 and 1 : 20.000 solutions produced no significant chan- 
ges in the shape and arrangement of chloroplasts, except for slightly 
rounded off outlines. Traces of the mosaic arrangement were still visible 
after 12 hours of staining. 


Microscopic examinations showed that the dye was taken in first by 
chloroplasts, though cell sap also assumed a pink hue. Because of this it 
seemed useful to define the amount of the dye accumulated both in the 
chloroplasts and in the vacuoles. The necessary measurements were carried 
out with the densitometric method on microphotographs of cells, Extinc- 
tion in chloroplasts at the 557 mw wave length (Fig. 11) was about 0,09 and 
rose in the course of staining rapidly at first then more slowly, but a rise 
of extinction was noticeable all the time even after 12 hours of staining. 
The total average rise of extinction amounted to 0,41. When leaves were 
transferred after one hour from the 1 : 1000 solution to the 1 : 4000 solution 
extinction was stabilized at a more or less constant level with a slight 
downward trend. The average increase of extinction during 2 to 8 hours 
of staining amounted 0,327. In leaves transferred after 5 minutes of stain- 
ing to the 1 : 20.000 solution extinction in chloroplasts rose during the next 
30 minutes and then stabilized at the level of about 0,2. Since the average 
thickness of chloroplasts was known from measurements, it was easy to 
calculate the concentration of the dye in chloroplasts (Table 1). 


The data in the table indicate that the concentration of rhodamine in 
chloroplasts was rather high. Assuming that the concentration of chloro- 
phyll was about 6 per cent (Euler, Bergmann, Hellstrom 1934) 
the concentration of rhodamine in chloroplasts must have been about */, 
of the chlorophyll concentration for the 1: 1000 1: 4000 staining system 
and about */, for the 1: 1000 +> 1 : 20.000 staining system. 


The taking-in and the stabilization at a constant level of rhodamine in 
the vacuoles was more rapid. In the 1 : 1000 solution the state of equili- 
brium was reached after about 2 hours (Fig. 12). When leaves were trans- 
ferred after one hour to the 1 : 4000 solution the concentration of rhodamine 
in vacuoles dropped and extinction became stabilized at 1,3 to 1,4. The 
effect was similar in the 1 : 1000 — 1 : 20.000 staining system when extinc- 

Protoplasma, Bd. LIII/1 5 
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tion became stabilized at 0,28 to 0,34. Since the thickness of leaves was 
known to be about 40 u the concentration of the dye in cell sap could be 
calculated (Table 1). 


The curves in Fig. 11 and 12 indicate that the response of vacuoles to 
any changes in the concentration of rhodamine was much more rapid than 
of chloroplasts. A change in the total light absorption by leaves was the 

resultant of both these 

ae Processes, of which ab- 
ae sorption by chloroplasts 
played the dominant part. 

When the curves in Figs. 

6 and 12 are compared 

oii it is to be seen that the 
marked drop of extinc- 
tion in cell sap one hour 
afier leaves had _ been 
placed in the 1: 4000 
solution corresponded to 
only slight drop of the 

; 4 r F 10 zh increase of the total ex- 
Fig. 12. Changes of the average extinction in va- tinction in leaves. Al- 
cuoles at the 557 mu length. Details as in Fig.11. though the concentration 
of rhodamine in cell sap 

was lower than in chloroplasts it was sufficient to weaken considerably the 
light transmitted through leaves, especially when the wave length of trans- 
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Table 1. The average concentration of rhodamine in chloroplasts and vacuoles for 
different staining procedures. 





Chloroplasts | Vacuoles 








System and time of |, ‘ a : l 
Se incremen’ : concen- | incremen concen- 
staining | thickness : : 
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| thickness 





Solution 1 : 1000, 

12 hours of staining .. 2,56 1,04 
Solutions 

1: 1000 > 1: 4000 
Average between 2nd and 

8th hour of staining .. 
Solutions 

1: 1000 — 1: 20.000 
Average between 2nd and 

8th hour of staining .. 0,108 2,95 0,79 0,249 40 0,13 




















mitted light approached the absorption maximum of rhodamine. E. g. when 
the concentration of rhodamine in vacuoles was 0,71 per cent light at the 
557 my wave length was weakened to 1/s of its original intensity by passing 
through a layer of cell sap 15 ~ thick. 
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Photosynthesis 


Measurements of photosynthesis were carried out on fragments of leaves 
56 mm. long cut off 12 hours before an experiment. The fragments were 
placed in the respirometer in such a way that light reached them from the 
under side of leaves. Preliminary measurement were carried out in white 
light using a projector lamp supplied with 200 V current and a heat filter 
consisting of ferrous ammonium sulphate solution, The light curve of 
photosynthesis for two fragments of leaves is shown in Fig. 13. The curve 
indicates that the saturation point was reached when light intensity was 

about 6000 luxes. Further measure- 
ments were carried out in white light 
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Fig. 14. Fig. 13. 


Fig. 13. The light curve of photosynthesis of leaves in Helodea canadensis. x-axis—- 

intensity of light in luxes, y-axis—production and consumption of oxygen in ul. 

Fig. 14. Changes of photosynthesis and respiration in unstained leaves during 

8 hours. Upper curve—irue photosynthesis in light of 2500 luxes, lower curve— 

respiration, x-axis—time in hours, y-axis—photosynthesis and respiration in per- 

centages of the first measurement assumed as 100 per cent. Each point corresponds 
to the average of 5 measurements. 


of two intensities: in weak light of 2500 luxes causing production of oxy- 
gen about twice the consumption during respiration; and in strong light 
of 25.000 luxes exceeding three times light intensity at the saturation point. 
The first question for investigation was the manner in which photosynthesis 
changed in the course of staining. For this purpose the rate of respiration 
and photosynthesis of unstained leaves was measured and then the leaves 
were taken out of the respirometer chambers, stained, and again placed in 
the respirometer for further respiration and photosynthesis measurements 
repeated every two hours during 8 hours. The measurements of photo- 
synthesis were carried out in weak light. Control measurements on un- 
stained leaves (Fig. 14) indicated that the rate of true photosynthesis did 
not change during 6 hours of experiments, while at the same time the rate 
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of respiration increased insignificantly (by about 10 per cent). Leaves stained 
in the 1 : 1000 solution displayed a marked steady drop of the rate of true 
photosynthesis (Fig. 15), so that after 8 hours the rate of photosynthesis was 
on the average 20 per cent of the assimilation before staining and in some 
case dropped to nought. Simultaneously the rate of respiration rose steadily, 
so that after 8 hours it was on the average 170 per cent as compared to 
controls, and in some cases could be even 300 per cent and more as compared 
to controls. 

Staining with the 1 : 1000 > 1 : 4000 system reduced the rate of photo- 
synthesis by about 10 per cent (Fig. 
16). This lower ability for protosyn- 








thesis was not further reduced and 
remained more or less stable during 























Fig. 15. Fig. 16. 


Fig. 15. Changes of photosynthesis and respiration in leaves stained in the 1 : 1000 
solution of rhodamine during 8 hours. x-axis—time in hours, y-axis—photosyn- 
thesis and respiration in percentages of measurements before staining. White 
light of 2500 luxes. Each point corresponds to the average of 6 measurements. 


Fig. 16. Changes of photosynthesis and respiration in leaves stained with rhodamine, 
first for 1 hour in the 1 : 1000 concentration and then in the 1 : 4000 concentration. 
Details as in Fig. 15. 


6-8 hours after staining. At the same time the rate of respiration mani- 
fested a steady upward tendency. Staining according to the 1 : 1000 > 
1 : 20.000 system enhanced the ability for photosynthesis (Fig. 17), so that 
it surpassed the assimilation from before staining by 9 to 14 per cent, while 
the rate of respiration increased only slightly similarly as in controls. 

The above results show that staining for many hours in the 1 : 1000 
solution damaged the cells, which manifested by the much enhanced res- 
piration and the steady drop of the ability for assimilation. When the results 
of the photosynthesis measurements are compared with the cytological 
examinations it is to be seen that the bowl-shaped chloroplasts lost com- 
pletely or almost completely their ability for photosynthesis. Since in the 
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1: 1000 rhodamine solution the conditions were never stabilized and the 
concentration of the dye in chloroplasts as well as their structure changed 
constantly further experiments were centred on the other two staining 
systems. With both these systems true photosynthesis was stabilized and 
was maintained at a constant level during 2—6 hours after staining. In the 
1: 1000 + 1: 4000 staining system the rate of photosynthesis was lower 
than before staining. The drop could have been caused by two factors, 
either the apparatus of assimilation was damaged by the dye or the dye 
acted as a filter reducing light intensity so much that in weak light the rate 
of photosynthesis was affected (cf. Fig. 13). To check which of these sup- 
positions was correct two experiments were carried out. Measurements 





























Fig. 17. Fig. 18. 


Fig. 17. Changes of photosynthesis and respiration in leaves stained with rhodamine 


first for 5 minutes in the 1 : 1000 concentration and then in the 1 : 20.000 concen- 
tration. Details as in Fig. 15. 


Fig. 18. Changes of photosynthesis and respiration in unstained leaves during 
8 hours of exposure to light of 25.000 luxes. Details as in Fig. 14. 


of the photosynthesis rate were made in light so strong that even if its 
intensity was very much weakened the rate of assimilation would not be 
affected. In the other experiments photosynthesis was measured in red 
light for wave lengths not absorbed by rhodamine. 


Strong light, however, causes a steady drop in the rate of photosyn- 
thesis even in unstained leaves (Fig. 18). The intensities used here were 
probably so high that they could damage the cells, which effect was mani- 
fested in the first place by the smaller ability for assimilation, similarly as 
in the case of Lemna trisulca (Zurzycki 1957). In stained leaves the 
destructive effect of light was even greater (Fig. 19) and rapidly reduced 
the ability for photosynthesis with a simultaneous rise in the rate of res- 
piration. Thus, measurements of photosynthesis in strong light would not 
give an answer to the question which of the two alternatives was respon- 
sible for the reduced rate of photosynthesis in stained leaves. However, 
the question was solved unequivocally by measurements of the rate of 
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photosynthesis in red light using a red filter (Schott RG 2, 2mm.) trans- 
mitting wave lengths of more than 620 my, i. e. in the range not absorbed 
by rhodamine. In spite of this the rate of photosynthesis was 15 to 20 per 
cent lower than in the controls (Fig. 20). This means that even staining 
with the 1 : 1000 + 1 : 4000 system had a damaging effect on the apparatus 
of photosynthesis. The weakened ability for photosynthesis could not, 
thus, be explained by the lower intensity of light, which after being ab- 
sorbed by the dye, only partly reached the chloroplasts. 

In this connection it is very interesting that in red light photosynthesis 
was weakened somewhat more than in white light, though a great part of 
incident white light was absorbed by the dye. Probably, in spite of its 

damaging effect on the apparatus 
= of photosynthesis, rhodamine acted to 
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Fig. 19. Fig. 20. 


Fig. 19. Changes of photosynthesis and respiration in leaves stained for 1 hour in 
the 1:1000 concentration and then in the 1: 4000 concentration. Photosynthesis 
was measured in light of 25.000 luxes. Details as in Fig. 15. 


Fig. 20. Changes of photosynthesis and respiration in leaves stained for 1 hour 
in the 1 : 1000 concentration and then in the 1 : 4000 solution. Photosynthesis was 
measured in weak light using the RG 2 red filter. Details as in Fig. 15. 


some extent as a sensibilizer of photosynthesis. This supposition was con- 
firmed by the results obtained with the 1 : 1000 > 1 : 20.000 staining system, 
since a significant rise in the ability for photosynthesis, as compared with 
the rate of photosynthesis before staining was observed. To elucidate this 
problem the rate of photosynthesis was measured in monochromatic light 
of different wave lengths. For each wave length the rate of photosynthesis 
was measured twice once before a leaf was stained and again after staining 
the intensity of light being the same in both cases. The intensity of 
coloured light obtained by the use of interference filters corresponded to 
the intensity of weak white light, i. e. to the light intensity bringing out 
apparent photosynthesis 1—2 times higher than the rate of respiration. The 
light intensities, calculated in ergs per square centimetre per second ranged, 
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according to the photosynthetic activeness of the particular wave lengths, 
from 780 at 440 my to 3075 at 557 mu. At 400 my the highest light intensity 
that could be obtained was only sufficient to bring out photosynthesis at 
a rate close to the compensation point so that the error of measurements in 
light of this wave length is greatest. The rate of true photosynthesis of 
stained leaves an coloured light are shown in Figs. 21 and 22 in percentages 
of the rate of photosynthesis before staining (assumed as 100 per cent). 
After staining with the 1 : 1000 —> 1 : 4000 system the rate of photosynthesis 
in light of long wave lengths not absorbed by rhodamine was reduced by 
about 15 per cent, which confirmed the results obtained with the RG 2 filter. 
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Fig. 21. Fig. 22. 
Fig. 21. Changes of the rate of true photosynthesis in light of different wave lengths 
in leaves stained for 1 hour in the 1 : 1000 solution and then in the 1 : 4000 solu- 
tion. x-axis—wave length, y-axis—rate of photosynthesis calculated as the per- 
centage of photosynthesis before staining measured in light of the same intensity. 
Each point corresponds to the average of 10-12 measurements. The dashes mark 
the mean error. 

Fig. 22. Changes of the rate of true photosynthesis in light of different wave lengths 
in leaves stained for 5 minutes in the 1: 1000 solution and then in the 1 : 20.000 
solution. Details as in Fig. 21. 


In the range of wave lengths corresponding to the maximum absorption of 
rhodamine the drop in the rate of photosynthesis was about 30 per cent 
greater, whereas at 480 my the drop in the rate of photosynthesis was 
smallest. In a few of the measurements carried out in light of wave lengths 
480, 523 and 557 my the rate of photosynthesis was found to be more than 
100 per cent. In the 557 my wave length range light intensity was very 
strongly weakened by absorption and approximate calculations indicated 
that the drop in the rate of photosynthesis should have been greater if 
rhodamine behaved merely as an inactive light absorbing filter. The sup- 
position thus arose that light absorbed by rhodamine could have been uti- 
lized at least to some extent, for photosynthesis. Since the sensibilizing 
effect was most strongly manifested for the wave length of 480 mu—i. e., 
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when light absorption by rhodamine was relatively weak—and in a few 
measurements in wave lengths of 527 and 557 mu—which might have been 
associated with the weaker staining of some particular leaves (cf. Fig. 7)— 
measurements were also made for the third already mentioned system of 
staining. The amount of rhodamine taken in by leaves in staining with 
the 1 : 1000 — 1 : 20.000 system were constant but much lower than in the 
case of the other staining procedures. The changes in the rate of true pho- 
tosynthesis in light of different wave lengths after staining according to 
this third system are shown in Fig. 22. As is to be seen from this graph no 
significant changes in the rate of photosynthesis occurred in the long and 
short wave-length ranges, but the rate of photosynthesis increased by about 
8 per cent in the 557 mu wave length range, i. e. at the wave length corres- 
ponding to the maximum absorption of rhodamine. 

Observations of photosynthesis in leaves stained with the 1 : 1000 > 
1: 4000 and 1 : 1000 > 20.000 systems indicated that the rate of photo- 
synthesis in white light was higher that in light of long-wave lengths not 
absorbed by rhodamine. It was 90 and 95 per cent respectively in strongly 
stained leaves and 112 and 100 per cent respectively in weakly stained 
leaves. The comparison of these results with the spectral curves of photo- 
synthesis and an analysis of the distributions of light energy in the spec- 
trum of the incandescent lamp lead to the conclusion that more intense 
photosynthesis in white light was not caused solely by the higher rate of 
photosynthesis at the wave lengths of 482 my (Fig. 21) and 557 my (Fig. 22). 
It seems that white light because it is composed of different wave lengths, 
acted more effectively on cells than light of only one wave length. An 


attempt to explain this phenomenon will be made in the discussion of the 
results reported here. 


Discussion 


In his experiments Strug ger (1936/37 a) used the method of counting 
bubbles which is not very accurate. This method as applied to stained 
leaves of Helodea, was critically analysed by Pirson and Alberts 
(1941). In spite of this the results obtained by Strugger have some 
similarity to the results here reported. E. g. the rise in the rate of photo- 
synthesis after 25 and 55 minutes of staining (Strugger 1936/37 a, 
Table 1) and its drop after 3 to 4 hours of staining (Table 2) correspond in 
a way to the enhanced photosynthesis in low accumulations of the dye 
(Fig. 17) and the weakened photosynthesis in high accumulations of the 
dye (Fig. 15). In this investigation the drop of photosynthesis was some- 
what greater, which might have been associated as is stressed by Pirson 
and Alberts, with the fact that Strugger used for his measurements 
whole branches so that some of his leaves could have been partly or whole 
unstained. The rapid and complete inhibition after 1 to 2 hours of staining 
reported by Pirson and Alberts (1941) can be explained not only 
by the harmful effect of rhodamine in the concentration of 1 : 1000 but also 
by the effect of the very strong light (12.000 luxes) used by those workers. 
The present results indicate that very strong light has a harmful effect 
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even on unstained leaves and that in stained leaves the damage caused by 
strong light are enhanced, though in the same leaves in weak light photo- 
synthesis is stabilized. Moreover, Pirson and Alberts disregarded 
changes in the rate of respiration occurring in the course of staining. The 
present measurements show that respiration changes significantly and its 
rate rise considerably so that the drop of the rate of apparent photosyn- 
thesis is much greater than of true photosynthesis. 


It has now been demonstrated that the effect of rhodamine, at least in 
the 1 : 1000 concentration, is not harmless as was believed by Strug ger. 
After prolonged staining in the 1 : 1000 solution of rhodamine leaf cells 
are visibly damaged, which is manifested by a higher rate of respiration 
and a marked drop of the ability for photosynthesis. On the other hand, 
when small amounts of the dye are taken in by leaves the injuries of the 
apparatus of photosynthesis are only partial or even in no way affect its 
activeness. Moreover, rhodamine taken in by leaves in small amounts may 
act as a sensibilizer of photosynthesis transferring at least part of the ab- 
sorbed energy to the apparatus of photosynthesis. A similar sensibilizing 
effect was observed by Metzner (1952) in the reduction of silver nitrate 
by chloroplasts stained with rhodamine but only in the short-wave range. 
It seems that the mechanism underlying the transfer of energy absorbed 
in rhodamine may be twofold: (a) either by the direct resonance transfer 
of energy from the excited molecules of rhodamine to the molecules of 
chlorophyll, or (b) by fluorescence. 


The resonance transfer of energy between the molecules of a dye and 
chlorophyll a was reported in the case of various photosynthetic pigments. 
One of the conditions for such a transfer to be possible is the small distance 
between the two reacting molecules. It seems that in the case of chloro- 
plasts stained with rhodamine this condition is fulfilled, since rhodamine 
is a lipophil dye and is thus mainly accumulated in the grana (Strugger 
1936/37 b) where chlorophyll is also present. Finally the resonance transfer 
of energy from the molecules of rhodamine to molecules of another dye 
was demonstrated in vitro systems described by Brown (1951). 


The transfer of energy by fluorescence is possible because rhodamine 
is a dye manifesting this ability. The range of the light spectrum of fluo- 
rescence for rhodamine is 550 to 700my with the maximum at 605 my 
(Pringsheim 1949) which corresponds to the range of strong absorption 
by chlorophyll. Therefore, the energy absorbed by rhodamine and emitted 
subsequently in the form of fluorescence can be absorbed by chlorophyll. 
The distribution of rhodamine molecules in the close vicinity of chlorophyll 
favours such a utilization of fluorescence radiation. In the case of rhoda- 
mine the fluorescence yield may be rather high, especially in the lipoid 
environment. The absolute fluorescence yields of rhodamine B at room 
temperature reported by Pringsheim (1949) are as follows: 25 per cent 
in water, 42 per cent in ethanol, and 70 per cent in glycerine. It is probable 
that in the lipoid phase of a chloroplast where rhodamine is accumulated 
the fluorescence yield is high. 
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The data available at present are insufficient to decide which of these 
two possibilities is actually involved in the transfer of energy. On the 
whole the opinion prevails that it is the latter one. 

The higher photosynthesis rate of stained leaves in white light than 
would result from the sum of the photosynthesis rates in monochromatic 
light seems to be due to the difference in the distribution of the gradient 
of light intensity within a leaf. Light of wave lengths strongly absorbed 
by chloroplasts is greatly weakened already by the first layer of chloro- 
plasts so that when it reaches the deeper layers of a leaf its intensity is 
much reduced. When measurements are made in light of wave lengths 
not so strongly absorbed the gradient of intensity is not very steep, but 
also the intensity of photosynthesis is lower. In the case of white light 
composed of all wave lengths the part of radiation most strongly absorbed 
by chloroplasts is utilized for photosynthesis first of all by the first layer of 
chloroplasts. Thus, light penetrating the deeper layers of a leaf is not 
strongly absorbed by chloroplasts but is strongly absorbed by rhodamine. 
In this way the chloroplasts from the deeper layers can make use of the 
energy transferred by the dye. 


Summary 


1. Leaves of Helodea canadensis placed in the 1 : 1000 solution of rhoda- 
mine B accumulate the dye for at least 12 hours. The concentration of 
rhodamine reached after this time is 3,5 per cent in chloroplasts and 1 per 
cent in cell sap. The inertia with regard to the accumulation of the dye 


is greater in chloroplasts than in the vacuole. 

2. When leaves are stained first for a relatively short time in the 1 : 1000 
solution of rhodamine and then placed in a more dilute solution the con- 
ditions can be so adjusted that the amount of the dye taken in remains 
constant for a long time. 

3. In leaves stained in the 1 : 1000 solution the ability for photosynthesis 
is steadily reduced and disappears completely after 8 to 12 hours. At the 
same time the rate of respiration increases. 

4. When the amount of the dye taken in by leaves is small the rate of 
photosynthesis remains constant for many hours at a level higher or lower 
than in unstained leaves according to the amount of the dye accumulated 
in leaves. 

5. Measurements of the rate of photosynthesis in monochromatic light 
indicate that light energy absorbed by rhodamine can be partly transferred 
to the photosynthetic system. 
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The morphogenetic field theory has been developed by Gurwitsch 
(1922, 1927, eic.), Weiss (1925, 1950, etc.), and by others. According to 
them, a specific differentiation takes place in the:specific morphogenetic 
field. However, because of the obscurity of the definition of the field, its 
importance has not always been accepted generally till the present day. 
Nevertheless, it seems worthwhile to clarify scientific meaning of the mor- 
phogenetic fields for understanding the fundamental mechanism of diffe- 
rentiation. Herein, the present writer designed a physical consideration. 

Prior to the actual differentiation of a certain organ, a special substance 
indispensable for that differentiation is localized to the presumptive site 
where that organ is to be formed. Such a substance is called here the 
“morphogenetic substance” as was introduced by Hammerling (1934). 
For instance, a peculiar cytoplasm originated from the nucleus can be 
detected at the apex of the young Acetabularia stem before forming the 
cap (Himmerling 1934, Werz 1959). When the isolated cell of Clado- 
phora is cultured in a medium containing P*® or S*, the radioactivity, 
appearing uniformly at the beginning, becomes restricted to the basal region 
before actual occurrence of the regulation, indicating that the incorporated 
radioactive substance is localized in time (Schoser 1956), Site of the 
rhizoid formation, in fern prothallium, can be distinguished by detecting 
localization of the metallophilic cytoplasm (Nakazawa and Tsusaka 
1959a, b; Nakazawa 1960a). Formation of scutellar bristles of Droso- 
phila is preceded by each prepattern localizing peculiar cytoplasms (Stern 
1957). Here, what is important is the fact that the localization is caused 
by an active transport resisting the diffusion. This polar movement of the 
morphogenetic substance can be formulated as follows. 


1 Dedicated to Dr. Paul Weiss for his merits in the field theory of morpho- 
genesis. 
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In the system in which a substance is uniformly distributed without any 
concentration gradient, the distance Ax a particle of that substance can be 
transported in time t is described with Einstein’s equation: 


Azv=+)2Dt, 


in which D represents the diffusion constant. In other words, the direction, 
+ or —, is not definite, i.e. there are no particular tendencies in direction 
toward which the particle is selectively movable. However, the circumstance 
is different in morphogenetic fields. That is, as above mentioned, there the 
morphogenetic substance is actively transported to the peculiar region 
where a certain organ is to be formed. In other words, the movement of 
morphogenetic substances is controlled by something like “Maxwell’s 
demon.” So that Einstein’s equation cannot be applied to the morphogenetic 
field. In this case, let the possible force 
driving a given particle, at a given 
locus, be denoted by radius vector r, then 
integrate it over the surface S of the 
sphere drawn by r, and let the surface 
integral be represented by vector P as 
follows. 
[rds=P. 
S Fig 1. A, particle (a) of the 
Now, if P=0, it indicates that strength morphogenetic substance in the 
: ; 3 ; non-field space, where the possible 
of the possible force to drive the particle f ; 
: : : orce (arrowed) to drive the par- 
is equal toward any direction, so that the 


: 7 : : 2 ticle is of equal strength towards 
particle is movable in any direction at any direction. B, particle (a) under 


equal speed (Fig.1A). Therefore, statisti- the morphogenetic field, where 
cally, concentration gradients cannot be the possible force is stronger to- 
induced in this system, Einstein's equation wards a certain direction. 
fits well, so that there is no morphogenetic 
field. Different from this, if P + 0, it indicates that the possible force is larger 
towards the direction of P and smaller in the opposite (Fig. 1B). So that, 
statistically, particles are hiable to be selectively moved towards P direction. 
As to a single particle, though it can be driven toward any direction at one 
chance of movement by heat movement or by Brownian motion, repeating 
its movement at every chance, statistically, it also tends in time to be trans- 
ported towards P direction. Hence, P stands for the morphogenetic field 
at a given locus of the organic body. Therefore, it is a vector field. 
Driven by the morphogenetic field, there appear concentration gradients 
of the morphogenetic substance resulting in the localization. The gradient 
tends to diminish by diffusion. Actually, however, the gradients must 
develop in time or at least be kept constant resisting diffusion for inducing 
the localization of morphogenetic substances. Therefore, the movement for 
setting up localization must be greater than and in opposite direction to 
the diffusion. According to Fick’s law of diffusion, 


dm =—Dq 5 dt, 
x 
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when dc/dx denotes concentration gradient, D diffusion constant, g a plane 
crossing perpendicularly the axis of gradient, and dm amount of the sub- 
stance transported from a site of the higher concentration to the lower 
across plane q during time dt. Upon the course of localization of a mor- 
phogenetic substance, the movement against diffusion must always be 
greater than the diffusion. Therefore, when dm’ represents the movement 
of a morphogenetic substance across plane q in dt in the same sense as 
above, the direction of the movement must be in opposite to that of diffu- 
sion, so that, 


d d 
dm’ =—Dq>_ dt +Da>-dt-X, 


d 
i.e. dm’ =—(1—X)-Dq> dt 


and b Ss & 


Here, X is the factor that makes dm’ surpass the diffusion. Therefore, 
it also represents the morphogenetic field. 

Hence, X =P when P is scalar of P, therefore |P| > 1 when the value 
of driving force of the diffusion is one. If the primary system is con.pletely 
homogeneous so that without any concentration gradient, dc/dx = 0. 
Therefore, dm’ =0. That is, active transport of morphogenetic substances 
cannot take place under such conditions. Actually, however, it seems true 
that small labile concentration gradients are always fluctuating by chance 
at small regions by heat movement of molecules, and it causes the start of 
polar transportation above mentioned. 

As the morphogenetic field P is a position vector, 

trot P — 0 


therefore, let scalar point-function of the morphogenetic field be denoted 
by ® (x, y, z), then 
P—-V® 

That is, the morphogenetic field has a potential. It may well be called 
the “morphogenetic potential.” This idea is in conformity with the poten- 
tial theory of morphogenesis elaborated by Yamada (1940). 

Empirically, the morphogenetic field is a function of positions. For 
instance, when a germ cell is reared after its intracellular materials, pos- 
sibly including morphogenetic substances, were artificially localized by 
means of centrifuging, usually the determinant substances are once dis- 
persed to an almost uniform system, and then are de novo localized to each 
region, so that mere centrifugation cannot modify the patterns of differ- 
entiation as was experimented in sea urchin eggs (Motomura 1949), 
some fucoid eggs (Nakazawa 1959), fern spores (Mosebach 1943, 
Nakazawa 1957), and so on. These verify that the morphogenetic field 
that bears a certain organ is not determined by mere accumulation of sub- 
stances, but rather the substances are distributed according to fields that 
are characterized by position. 
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Hence, generally, the fact that the pattern of differentiation is deter- 
mined by the site can be understood to a certain extent. The idea of pre- 
pattern introduced by Stern (1957) seems to be a result of accumulation 
of critical substances according to the morphogenetic field. The localization 
of special cytoplasm in Acetabularia at each small region, exhibiting pre- 
patterns corresponding to each radius of the cap (Werz 1959), indicates 
that the strength and the direction of each field are characterized by position. 
Really, the gene is responsible for production of morphogenetic substances, 
but their localization is controlled otherwise as was stated by Danielli 
(1958). As to the nature of the morphogenetic field, the writer is of the 
opinion that it must be attributed to the protoplasmic polarity (N ak a- 
zawa 1960b). 


Summary 


Let vector P denote the morphogenetic field at a given site of an organic 
body, then it is defined as 


P=/rds 
s 


in which radius vector r represents the possible force to drive a particle 
of the morphogenetic substance and ds element of the surface S of the 
sphere drawn by radius r. So that the particle set in the morphogenetic 
field would tend to be driven in time to the direction of the field resulting 
in polar localization of the morphogenetic substance. The morphogenetic 
field has a morphogenetic potential. 
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Einleitung 


Die Ursachen der amoeboiden Bewegung sind trotz vieler Bemiihungen 
noch immer ungeklart. Das Auffallendste bei der Beobachtung einer sich 
amoeboid bewegenden Zelle ist das Fehlen einer festen Gestalt und offenbar 


Protoplasma, Bd. LIII/1 6 
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jeglicher Koordination der Bewegung. Die einzelnen Bewegungsphasen lau- 
fen relativ langsam ab und entziehen sich so in ihrer Gesamtheit der Beob- 
achtung. Sie kénnen jedoch durch Zeitraffer-Filmaufnahmen 
erfaft und dann ausgewertet werden (Teilbild-Analyse). 

Die amoeboide Bewegung aft sich am besten an solchen Amoeben unter- 
suchen, die sich nach dem ,,Limax-Typ* bewegen: Amoeba limax kriecht 
auf der Unterlage ohne Ausbildung von Seitenpseudopodien. Im normalen 
Medium wird nur ein Pseudopodium in der Bewegungsrichtung ausge- 
schickt. Amoeba limax ist jedoch relativ klein; die gréReren Amoeben 
bewegen sich meist nicht nach diesem Bewegungstyp, d. h. sie bilden haufig 
mehrere und verzweigte Pseudopodien aus. 

Es war nun auffallig, da& Amoeben, die in moorigen, d. h. relativ sauren 
Gewiissern gefunden wurden, sich haufig nach dem ,,Limax-Typ* bewegten, 
und es lag der Gedanke nahe, daf die Aciditat des Wassers der gemeinsame 
Faktor fiir die gleiche Bewegungsform bei verschiedenen Amoebenarten ist. 

Um diese Frage zu kliren, wurde das bewegungsphysiologische Verhal- 
ten der Amoeben, in diesem Falle das der Amoebe Chaos chaos L. in A b- 
hangigkeit vom pH des Medium untersucht. 

Uber das Verhalten von Amoeben in Sauren und Basen gibt es zahlreiche 
Arbeiten. Meist wurden jedoch die reinen Sauren und Basen angewandt 
und ihr Einfluf isoliert betrachtet. Genaue pH-Angaben in diesem Zusam- 
menhang liegen selten vor. Der Einflu& des pH des Medium auf das Bewe- 
gungsverhalten der Amoeben wurde nur am Rande gestreift im Zusammen- 
hang mit Untersuchungen iiber Lokomotion und Wachstum (Taylor 1924 
und Hopkins 1926), Geschwindigkeit der Fortbewegung (P an tin 1927), 


Wachstumsbedingungen (Mast 1928), Salzdurchlassigkeit (Chalkley 
und Daniel 1933), Verhalten der Zellmembran (Spek und Gillissen 
1942). 

Das Verhalten der Amoeben laft sich wie folgt gruppieren: 


1. Nach der Form: Polypodiale Form: Aufer dem physiologi- 
schen Hinterende ist mehr als ein Pseudopodium vorhanden. 

Monopodiale Form: Aufer dem physiologischen Hinterende wird 
nur ein Pseudopodium ausgebildet, in das die gesamte Masse des Cyto- 
plasma hineinflieBt (Limax-Typ). 

Abgekugelte Gestalt: Die Amoebe hat die Form einer Kugel 
angenommen. 

2. Nach der Beweglichkeit: 

Beweglich: Protoplasma-Sirémung im Innern, Ausbildung von 
Pseudopodien. ; 

Unbeweglich: Die Amoebe verharrt in ihrem jeweiligen Zustand. 


3. Nach der Art der Anheftung an der Unterlage: 

Gute Haftung: Die Amoeben ,kleben“ an der Unterlage, bei Aus- 
bildung von Pseudopodien kann es zu Ortsveranderung kommen. 

Keine Haftung: Die Amoeben ,kleben* nicht an der Unierlage; 
bei Ausbildung von Pseudopodien erfolgt keine Orisveranderung. 

Die wechselnde Anheftung an die Unterlage erlaubt nicht, die Geschwin- 
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digkeit und den zuriickgelegten Weg als Kriterium fiir die Aktivitit der 
Amoeben zu verwenden. Umgekehrt kann man den Verlauf der Weg-Zeit- 
Kurve nicht als Kriterium fiir die Gréfe der Anheftung nehmen, weil die 
Aktivitét noch von anderen Faktoren (Temperatur, Nahrungszufuhr etc.) 
beeinflu&t wird. 

Auffallig im Verhalten der Amoeben ist der Ubergang von der pol y- 
podialen in die monopodiale Form. 

Nach Edwards (1924) wird die monopodiale Form durch Neutralsalze 
induziert. Amoeba proteus wird nach Edwards in n/500 KCl immer 
monopodial (innerhalb weniger Stunden). Chaos chaos war auch nach 
4 Tagen in n/500 KCl noch polypodial und gut: beweglich. Dies zeigt auch, 
daf man A. proteus nicht ohne weiteres mit Chaos chaos vergleichen kann. 
Allerdings machte Edwards keine Angaben iiber den CO,-Gehalt seiner 
Lésungen bzw. iiber das pH. 


Material und Methode 


Chaos chaos L. = Pelomyxa carolinensis Wilson. 

Samtliche Untersuchungen wurden an der Amoeba Chaos chaos L. aus- 
gefiihrt. Chaos chaos ist eine vielkernige Amoebe (bis zu 200 Kerne), ver- 
mutlich die gréBte aller Sii®wasser-Amoeben. Man kann zwei Typen unter- 
scheiden: 

Typ A (nach Schaeffer) mit scheibenférmigen Kernen, 

Typ B mit breit-ellipsoiden Kernen. 

Die Kerne des Typ A sollen gréfer sein als die des Typ B. Die im folgen- 
den untersuchten Amoeben gehéren dem Typ B an (ellipsoide Kerne). Sie 
stammen aus der Zucht des Carlsberg Laboratorium in Kopenhagen, dem 
ich an dieser Stelle fiir die Uberlassung der Amoeben meinen Dank sagen 
méchte. Die Amoeben werden dort seit 1938 kultiviert. Andersen (1942) 
hat iiber die Morphologie eingehende Angaben gemacht. Er unterscheidet: 

1. Plasmasol: Das zentral flieRende, verfliissigte Cytoplasma mit seinen 
Einsdhliissen. 

2. Plasmagel: Der ruhende verfestigte Teil des Cytoplasmas, ebenfalls 
mit Einschliissen. 

3. Hyalines Cytoplasma: Der Teil des Cytoplasma, der direkt an das 
Plasmalemma grenzt, frei von Einschliissen. 

4. Plasmalemma: Auferste Schicht. 


Zucht der Amoeben 


Die Amében werden in Kristallisierschalen von 5cm Durchmesser mit Deckel 
kultiviert. Als Zuchtmedium hat sich eine Kulturlésung nach Pringsheim gut 
bewahrt (Pringsheim-Lisung). Sie hat folgende Zusammensetzung: 


0,20¢ Ca(NOs). 

0,02 ¢ MgSO, 

002g K,HPO, 

0,02g¢g NaCl 

0,002 g FeSO, in 1000ccm Aqua bidest. 
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Die Zuchtschilchen werden bei 20—22°C im Brutschrank gehalten. Die Amoeben 
lassen sich jedoch auch bei gleichbleibenden Zimmertemperaturen auferhalb des 
Brutschrankes ziichten. Man gibt als Futter Paramecien, Stentor, Rotatorien. Zur 
Vermehrung der Ciliaten und Rotatorien gibt man ein paar Reiskérner und einige 
kurze Grashalme dazu. In diesen Kulturen vermehren sich die Amoeben etwa 3—4 
Wochen lang. 

Nach dieser Zeit miissen die Kulturen erneuert werden. Man erreicht eine lan- 
gere Lebensdauer der Kulturen durch Zusatz aktiver Kohle. Die Anwesenheit von 
Griinalgen verbessert ebenfalls die Zuchtbedingungen. 

Zur Eyfassung der Bewegungsvorgiénge und der Forminderungen wurden die 
lebenden Amoeben unter Anderung des Zeitfaktors durch Anwendung des 
Mikrozeitrafferfilms untersucht. Als Aufnahmegerdt diente die Zeiss- Winkel-Mikro- 
zeitrafferkamera. Simtliche Aufnahmen wurden mit einer Zeitraffung auf 4/4) aus- 
gefiihrt. (4 Bilder pro Minute, Abstand von Aufnahme zu Aufnahme 15 sec.) 


Aufnahmebedingungen 


Bei allen Versuchen wurde die Pringsheim-Lésung als Medium verwandt, in den 
Versuchen mit abgeaindertem pH der Pringsheim-Lisung entsprechende Mengen 
Sauren etc. zugesetzt. Vor dem Einbringen in die Versuchslésung wurden die Amoe- 
ben in Pringsheim-Lésung abgespiilt. Das pH wurde mit einer kombinierten Glas- 
elektrode und einem elektrischen pH-MeRgerat der Firma Metrohm gemessen. Das 
Gerat wurde vor jeder Messung mit einem Puffer mit bekanntem pH geeicht (Stan- 
dard-Acetatlésung pH 4,62 und Phosphatpuffer 7,0). Genauigkeit + 0,05 pH. Die 
Amoeben wurden vor dem Einstellen des pH in die Versuchslésung eingebracht, 
um eine nachtrigliche Verdiinnung und eine Anderung des pH zu vermeiden. Nach 
der Messung wurden die Amoeben sofort mit der Versuchslisung in eine flache Glas- 
kammer iibertragen. Die Kammer wurde mit einem Deckglas verschlossen und mit 
Paraffin abgedichtet (GréBe der Kammer: Lange: 18mm, Breite: 13mm, Héhe: 
35mm; Spiegelglas, mit Paraffin verkittet). 

Da die Amoeben bei linger dauernden Aufnahmen u. U. einem Temperatur- 
wechsel ausgesetzt waren, wurde dieser Faktor zuerst in Vorversuchen getrennt 
untersucht, ebenso der Einflu@ der Beleuchtung und des Helligkeitswechsels. 

Da wegen des geringen Volumen der Kammer schon bei geringfiigigem Ver- 
dunsten mit Konzentrationsschwankungen zu rechnen war, wurde auch der Ein- 
flu@ des osmotischen Wertes des Medium bei gleichbleibendem Zusammensetzungs- 
Verhaltnis untersucht. Da die Beschaffenheit der Unterlage sowie die spektrale 
Zusammenseizung des Lichtes gleichblieb, wurde auf die Untersuchung des Ein- 
flusses dieser Fakioren in diesem Zusammenhang verzichtet. 


A. Vorversuche 


1. Einflu? der Temperatur auf das Verhalten von Chaos chaos 


Die Beobachtungskammer konnte auf einem Heiztisch erwairmt werden. 
Die Temperatur wurde in der Kammer in unmittelbarer Nahe der zu beob- 
achtenden Amoebe mit einem Mikrothermoelement (Hartmann und Braun) 
gemessen. Dabei zeigte sich, da& bis zu einer Temperatur von 35°C noch 
Pseudopodien gebildet werden kénnen. Bei 30—32°C lassen sich die 
Amoeben langere Zeit halten, ohne daf sichtbare Schaidigungen eintreten. 

Bei 36°C beginnen die Amoeben sich abzukugeln. La&t man die Tempe- 
ratur weiter bis auf 40°C steigen, so erfolgt nach der Abkugelung sehr 
rasch ein ,,Aufquellen* der auferen Schichten der Amoebe. 
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Der hyaline Saum hebt sich nicht gleichmafig ab: an der Stelle, an der 
sich vorher das physiologische Hinterende der Amoebe befand, ist keine 
Abhebung zu sehen. Sie erfolgt erst spater, die Stelle ist durch eine leichte 
Einbuchtung gut zu erkennen. Nach 3 Stunden ist an dieser Stelle eine 
Kontraktion eingetreten, durch die die Amoebe eine leicht V-férmige Ge- 
stalt angenommen hat (Abb. 1). 

Senkt man die Temperatur dann wieder auf 22°C, so setzt nach 
48 Stunden die Bewegung wieder ein. Die Amoebe bewegt sich dann aber 
nur noch monopodial. 


2. Einfluf? des Lichtes auf das Verhalten von Chaos chaos L. 

Fiir die Zeitraffer-Filmaufnahmen gibt es zwei Méglichkeiten der Be- 
leuchtung: 1. Dauerbeleuchtung und 2. intermittierende Beleuchtung. Bei 
der Dauerbeleuchtung werden 
die Amoeben wihrend der ganzen 
Dauer des Versuches gleichmiafig be- 
leuchtet. 

Bei der intermittierenden 
Beleuchtung wird nur wiahrend 
der Aufnahme eines Bildes das 
Licht kurz eingeschaltet und sofort 
wieder ausgeschaltet. Zwischen zwei 
Aufnahmen liegt eine Dunkel- 
phase, d. h. die Amoeben sind nur 
der Raumbeleuchtung ausgesetzt. Bei 
der Raffung auf 1/4, kommt auf eine 
Hellphase von 2 sec eine Dunkelphase 
von 13 sec. 

a) Verhalten bei Dauerbeleuchtung 

Dauer der Aufnahme: 3 Stunden. Apb.1, Amoeba Chaos chaos, Nor- 
Normales Medium (Pringsheim-Lésung. males Medium. 40°C. Abhebung der 
pH 7,2). Die Amoeben werden von _ juferen Schicht und V-férmige Kon- 
unten mit einer 100 Watt Niedervolt- traktion. 
lampe aus 20 cm Abstand beleuchtet. 

Auswertung des Zeitraffer-Laufbildes: Die Amoeben be- 
wegen sich dauernd poly podial, es werden nach allen Richtungen 
Pseudopodien ausgebildet. Die Bewegungsrichtung wechseli oft; es laBt sich 
keine bevorzugte Richtung feststellen. Die Lokomotion ist nicht kontinuier- 
lich, sie setzt plétzlich aus: hierbei wird jedoch die Bildung der Pseudopodien 
nicht unterbrochen oder verlangsamt, d. h. die Anheftung an der Unterlage 
wird gelegentlich gelést, wodurch dann trotz Ausbildung von Pseudopodien 
keine Ortsveranderung méglich ist. 

b) Verhalten bei intermittierender Beleuchtung 

Die Bewegungsweise ist im allgemeinen die gleiche wie bei Dauerbe- 
leuchtung. Die Ortsveranderung verlauft gleichformiger. Die Amoeben be- 
wegen sich weniger .auf der Stelle“. Die Pseudopodien sind langer und 
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weisen mehr in die Bewegungsrichtung. Die Formen sind dementsprechend 
langgestreckter. 

Temperaturmessungen ergaben, da bei Dauerbeleuchtung sich der In- 
halt der Beobachtungskammer um etwa 15°C pro Stunde erwiarmt. Bei 
intermittierender Beleuchtung konnte keine mefbare Temperaturerhéhung 


festgestellt werden. Da diese Beleuchtungsart die besten Aufnahmebedin- 
gungen bietet, erfolgen die folgenden Zeitrafferfilm-Aufnahmen mit dieser 
Beleuchtungstechnik. 


3. Der Einfluf? des osmotischen Wertes des Medium 


Durch die gelegentlichen ,auf der Stelle*-Bewegungen der Amoeben ist 
eine Beurteilung des Verhaltens nach der Gréfe des zuriickgelegten Weges 
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Abb. 2. Normales Medium, pH 7,2; n = 655. Verteilung der Anzahl der Pseudo- 
podien. 


Abb. 3. Gestalt in normalem Medium. 


und nach der Geschwindigkeit nicht méglich. Die Anzahl der im Augenblick 
der Beobachtung bzw. der Aufnahme des einzelnen Teilbildes der Zeitraf- 
fer-Aufnahme vorhandenen Pseudopodien ist jedoch ein sicheres Kriterium. 
Bei der Auswertung der Mikrozeitrafferfilme wurden die Pseudopodien 
jeder Amoebe im Abstand von jeweils 3 Bildern = 75 sec gezahlt. Da den 
Amoeben infolge der relativ groBen Hohe der Kammer geniigend Raum zur 
Verfiigung stand. so da auch Pseudopodien senkrecht nach oben 
gebildet werden konnten, der Film aber nur die Projektion dieser Pseudo- 
podien registriert, entsteht bei der Zahlung ein Fehler. wenn sich auf diese 
Weise zwei Pseudopodien decken. Da dies jedoch recht selten der Fall ist 
und simtliche Versuche mit der gleichen Technik aufgenommen und ausge- 
wertet wurden. kann dieser Fehler vernachlassigt werden. 

Die Kurve (Abb. 2) zeigt die Verteilung der Anzahl der gleichzeitig 
vorhandenen Pseudopodien. Abszisse: Anzahl der Pseudopodien, Ordinate: 
Prozentualer Anteil der Gesamtzahlungen. Z. B.: 10 Pseudopodien gleich- 
zeitig in 12.7% der Zahlungen (n = Anzahl der Zahlungen). Diese Kurve 
wird allen folgenden, durch experimentelle Veriinderung des Medium er- 
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zielten Kurven als Kriterium fiir das bedingt als .normal” angenommene 
Verhalten unterlegt. 

Abb. 3 zeigt zwei Amoeben aus diesen Aufnahmen. Diese Gestalt wird 
als normale Form bezeichnet: polypodial, feste Anheftung, in die 
Hauptbewegungsrichtung zeigende lange schmale Pseudopodien. 

Die Konzentration der normalen Pringsheim-Lésung ist 1,5-10~° M. 
Bei einer Konzentration von 3-10 M, der doppelten Konzentration, zeigen 
die Amoeben nur geringe Anderungen ihrer Gestalt (Abb. 4). Es werden 
lange Pseudopodien gebildet, die 


anfangs in die Bewegungsrichtung 
zeigen, spiiter nach allen Rich- 
tungen  gleichmiiflig ausgebildet 
werden: Die zu Beginn feste An- 


heftung lift nach etwa 1 Stunde 


nach; die Amoeben zeigen dann 
nur noch geringe Ortsveriinde- 
rung. Sie wird dann jedoch nicht 
mehr durch Fliefen vollzogen, 


sondern durch eine Art..Stelzen*. 


Es scheint die Haftfiihigkeit an 
den Spitzen der Pseudopodien 
am liingsten gewahrt zu werden. 

Erhoht man die Konzentration 


weiter bis auf 4.8 - 10-2 M. dem 


32fachen der normalen Konzen- 
tration, so zeigt sich auch jetzt 
keine wesentliche Anderung inder 


Form der Amoeben. Lediglich die Abb. 4. Form der Amoeben in a 3-10-3M., 
Linge der Pseudopodien nimmt 6-10-*M, ¢ 1.2-10-2M, d 4,8-10-2M. Je- 
mit zunehmender Konzentration weils vier verschiedene Amoeben. 
ab. Die Anheftung ist aufgehoben, 

es finden keine Ortsverinderungen mehr statt. Die folgenden Abbildungen 
zeigen die Formen der Amoeben bei zunehmender Konzentration (Abb. 3). 

Die Auszihlung der Pseudopodien ergab, da® sich die Maxima der Kur- 
ven nur unwesentlich verschieben. Die Kurven sind nur steiler geworden. Es 
werden nie weniger als drei Pseudopodien gebildet, d. h. monopodiale For- 
men treten nicht auf. (Bei den monopodialen Formen wird das physiologi- 
sche Hinterende als ein Pseudopodium mitgezahlt, 

Verdiinnt man das Medium auf die Halfte der normalen Konzentration, 
0.7-10°-*M., so zeigt sich die umgekehrte Tendenz wie in den vorausgegan- 
genen Versuchen: Die Amoeben haften gut an der Unterlage: es erfolgt 
Ortsverinderung. Die Pseudopodien weisen deutlich in die Bewegungs- 
richtung. sie haben normale Form. 

Bringt man die Amoeben in Aqua bidest., so werden relativ lange Pseu- 
dopodien ausgebildet; diese haften jedoch nicht an der Unterlage. sondern 
werden nach allen Richtungen ausgebildet. Die Zeitraffer-Filmaufnahme 
wurde nach 3 Stunden unterbrochen und nach weiteren 19 Stunden fort- 
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gesetzt. Die Amoeben blieben in der Kammer, die nicht geéffnet wurde. 
Nach 22 Stunden, in Aqua bidest., haften sie wieder gut an der Unterlage: 
die Pseudopodien weisen meist in die Bewegungsrichtung, jedoch sind sie 
jetzt kiirzer als zu Beginn des Versuches. Die Pseudopodienbildung erfolgt 
schneller. Die Pseudopodien werden nur fiir kurze Zeit ausgebildet und 
bald wieder eingezogen. 

Die Maxima sind nach links verschoben, d. h. es werden weniger Pseudo- 
podien gebildet (Abb. 6). Monopediale Formen treten nicht auf. 

Aus diesen Vorversuchen la@t sich der SchluB ziehen, dab durch die 
Bedingungen bei der Filmauf- 
nahme, nimlich: 1. Intermittierende % 
Beleuchtung (2Sekunden hell. 13 Se- 


% 
20 


8 











Pseudop. Pseudop. 
Abb. 5. Abb. 6. 
Abb. 5. Verteilung der Anzahl der Pseudopodien. 3:10-7>M, — — 
6-10-* M, —-—-— 1,2-10-2M, —--—--— 4,8: 10-2 M, Normalkurve punktiert. 


Abb. 6. Verteilung der Anzahl der Pseudopodien. 0.7:10-3M. — — — 
Aqua bidest. Normalkurve punktiert. 


kunden dunkel), 2. Normale Lichtstarke (12 Volt. 100 Watt in 23em Ab- 
stand). 3. Zimmertemperatur (20°C + 2°C) und 4. Konzentration des 
Medium (eventuell Schwankungen von + 10%) keine wesentlichen 
Anderungen a) der Anzahl der gebildeten Pseudopodien. b) der 
polypodialen Form eintreten. BeeinfluBt wird nur: 

1. Die Intensitat der Anheftung an die Unterlage und damit ver- 
bunden 2. die Richtung der Pseudopodien. 


B. Einflu@ des pH des Medium auf das Verhalten 


1. Anderung des pH durch HCl 
a) pH 6.0 (HCI) 


Die Amoeben bewegen sich dauernd polypodial. 
Monopodiale Formen werden nicht festgestellt (Abb. 7). Bei 8 von 10 
Amoeben in der Kammer ist gute Anheftung und deutliche Ortsveranderung 
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festzustelien. Man beobachtet dementsprechend haufig langgestreckte For- 
men, die nur gelegentlich, bei auf der Stelle*-Bewegungen in runde mit 
radiar gestellten Pseudopodien iibergehen. Es besteht kein Unterschied in 
der Form, der Anzahl der Pseudopodien und der Bewegungsweise zwischen 
groBen und kleinen Amoeben (Volumenverhiltnis 1 : 3), d. h. jiingeren und 
alteren Tieren. 

Auch nach 24 Stunden waren im Verhalten der Amoeben keine Ande- 
rungen eingetreten, 


b) pH 5,0 (HCI) 


Die Amoeben bewegen sich 
nach 15 Minuten noch polypodial. 
Sie haften gut an der Unter- 
lage: es tritt Ortsverinderung 
ein. Nach etwa 2!/, Stunden 6: 


I HWP Lap gr 
Geers Sar 


Raa PIBf 


Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Normales Medium, pH 6.0 (HCl): a Beginn des Versuches, b nach 15 Min., 
c nach 30 Min. 


Abb. 8. Normales Medium, pH 5,0 (HCI): a Beginn des Versuches, b nach 15 Min., 
c nach 2"/, Std., d nach 22 Std. 


werden die anfangs relativ langen Pseudopodien allmahlich kiirzer (Abb. 8, 
a—d). Die Anheftung an die Unterlage bleibt jedoch unverandert erhalten. 
Nach 22 Stunden zeigen von 10 Amoeben 4 monopodiale Form, die aber 
nicht dauernd beibehalten wird: In unregelmafigen Abstainden wird ein 
zusatzliches Pseudopodium ausgebildet,. das meist in einem Winkel von 
90° zur Ausgangslage hervorkommt und in das dann das gesamte Cyto- 
plasma wieder hineinflieBt. Hierdurch wird nach kurzer Zeit die monopodi- 
ale Form wieder erreicht. Auch bei den Monopodialen bleibt die Haftfahig- 
keit erhalten (Abb. 8). 
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c) pH 4,0 (HCl) 

Man sieht nur noch geringe Ortsverainderungen; die Anheftung an die 
Unterlage ist nur noch schwach. Die Anzahl der gebildeten Pseudopodien 
ist geringer geworden, es wird nur ein Pseudopodium voll ausgebil- 
det, wihrend die anderen kurz angelegt und bald wieder eingezogen wer- 
den (Abb. 9, a—d). 


d) pH 35 (HCl) 
Die Amoeben sind zunachst polypedial, werden jedoch schon nach 
wenigen Minuten monopodial. Bei 
der Auswertung des Zeitraffer- 
Laufbildes fallen sofort die eigen- 
artigen wellenfirmigen  Be- 


Abb. 10. 


Abb. 9. Normales Medium, pH 4,0 (HCI): a Beginn des Versuches, b nach 15 Min., 
c nach 50 Min., d nach 24 Std. 


Abb. 10. Normales Medium, pH 3.5 (HCl): a Anfang, b nach 13 Min., ¢ nach 30 Min., 
d nach 1'/, Std., e nach 2 Std. 


wegungen auf, die vom physiologishen Vorderende nach hinten ver- 
laufen (eine Analyse dieser Vorgange folgt spater). In den ersten 30 Minu- 
ten kénnen noch weitere Pseudopodien gebildet werden, dann erfolgt die 
Bewegung nur noch monopodial. Die Anheftung ist fast véllig aufgehoben: 
zwei Amoeben haften mit dem Hinterende an der Unterlage. Das physio- 
logische Vorderende dieser Amoeben beschreibt dann einen mehr oder 
minder grofen Kreisbogen. Mit zunehmender Dauer des Versuches zeigt 
sich bei den monopodialen Amoeben ein eigenartiger Vorgang: Das 
physiologische Hinterende, von verschiedenen Autoren als ,tail* bezeich- 
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net, verringert seinen Durchmesser, es .kontrahiert“ sich und setzt sich 
deuilich vom iibrigen Teil der Amoebe ab. Dabei kann man beobachten. 
da sich der ,.tail* noch um etwa den gleichen Betrag in den vorderen Teil 
der Amoebe hinein fortsetzt. Er ist dort an der dichteren Granulation zu 
erkennen. Bei diesem pH werden die Tiere bald geschiadigt. Vor dem Ab- 
sterben kugeln sich die Amoeben ab, das ,,Granuloplasma“ kontrahiert sich 
und es wird ein hyaliner Saum sichtbar. Die Zeitraffer-Filmaufnahme zeigt 
sehr deutlich, da es sich hierbei nicht um ein Aufquellen der aiuferen 
Schichten (infolge geinderter Wasserdurchlassigkeit der Membran) handelt. 
Der Durchmesser des abgekugelten Tieres andert sich nicht (Abb. 10. 
a—e). 

e) pH 3.0 (HCI) 

Die Auswertung zeigt den gleichen Verlauf wie bei pH 3,5, jedoch is 
der Ablauf: Polypodial > monopodial > Abkugelung > Tod sehr stark be- 
schleunigt. Nach 45 Minuten sind alle Tiere tot. 

f) pH 235 (HCl) 

Die Auswertung des Laufbildes ergibt den gleichen Verlauf wie bei 
einem pH 3,5 bzw. 3.0. Nach 20 Minuten sind alle Amoeben abgestorben. 

Die Auszahlung der Pseudopodien bei pH 7.2 (Normalkurve, 
punktiert) bis pH 3,5 ergibt eine zunehmende Linksverschiebung der Ver- 
teilungskurven, auferdem einen Anstieg der Maxima von pH 7,2 nach pH 
3.5. Die Pseudopodien wurden 2 Stunden von Beginn des Versuches = Be- 
ginn der Zeitraffer-Filmaufnahme an gezahli. Abstand zwischen zwei Zah- 
lungen: 3 Bilder = 75 sec. In der Kammer befanden sich jeweils 10 Amoeben 


(Abb. 11). 


Die Kurve fiir pH 5.0 reicht nicht weit genug nach links, weil die spater 
einsetzende Reduzierung der Pseudopedienzahl nicht mit erfaBt wurde. 


2. Anderung des pH durch HNO, 
a) pH 6.0 (HNO,) 

Die Amoeben verhalten sich normal. Gute Anheftung. 
b) pH 5.0 (HNO,) 

Die Amoeben bilden lange Pseudopodien aus. Die Anheftung ist etwas 
schwicher als im Normalfall (geringere Ortsveranderung). Auch nach 
48 Stunden sind die Amoeben noch polypodial und beweglich. 

c) pH 4.0 (HNO,) 

Die Pseudopodien sind jetzt kiirzer, die Anheftung ist aufgehoben: keine 
Ortsverainderung. Nach 24 Stunden noch polypodial. 

d) pH 3.5 (HNO,) 

Die Form der Amoeben ist gedrungener, keine Anheftung, keine Orits- 
verainderung. Einige werden nach kurzer Zeit monopodial, zeigen aber noch 
lebhafte Bewegungen. Die .Wellenbewegung~ aufert sich jetzt als starke 
Vorwolbung senkrecht zur Bewegungsrichtung. Gelegentlich kann aus einer 
dieser Vorwélbungen noch ein Pseudopodium werden. Das Hinterende ist 
nicht so ,.kompakt* wie bei den monopodialen HCl-Amoeben, 
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Die Mehrzahl der Amoeben bewegt sich jedoch polypodial. Auch 
nach 2 X 48 Stunden sind diese Amoeben noch polypodial und beweglich. 
e) pH 3.0 (HNO,) 

Die Pseudopodien sind nunmehr kiirzer, ihre Form ist plump: samtliche 
Amoeben nehmen nach kurzer Zeit monopodiale Gestalt an. Ein besonders 


% % 


45+ f} 45 


40 














Abb. 11. 

Abb. 11. Verteilung der Anzahl der Pseudopodien. Normales Medium. pH-Anderung 
durch HCl. Normalkurve (pH 7.2) punktiert. pH 6,0, — — — pH 5,0, 
—-—-— pH 40, —--—--— pH 3,5. 

Abb. 12. Verteilung der Anzahl der Pseudopodien. Normales Medium, pH-Anderung 
durch HNO,. Normalkurve (pH 7.2) punktiert, pH 5,0, — — — pH 4,0, 
—*—*= pH. 35, —-—~— pH 5,0. 


abgesetzter ..tail* ist nicht zu beobachten. Nach 6 Stunden sind alle Amoeben 
geschadigt. (Dieser Versuch wurde wegen einer Depression in den Kulturen 
mit kleinen, in den Kulturschalen gelegentlich schon monopodialen Amoeben 
durchgefiihrt. Er wurde spater mit groBen polypodialen und gut genahrien 
Amoeben wiederholt.) Dabei zeigten diese véllig das gleiche Verhalten. 
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f) pH 2,5 (HNO,) 


Die Amoeben werden sofort geschaidigt. Die Verteilungskurven zeigen 


nur bei pH 3,0 eine starkere Verschiebung nach links (gleiche Auswertung 
wie in den HCl-Versuchen). (Abb. 12.) 


3. Anderung des pH durch H,SO, 
a) pH 6,0 (H,SO,) 


Normales Verhalten. 


Mey 
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Abb. 13. Abb. 14. 


Abb. 13. Normales Medium, pH 5,0: a Anfang, b nach 1'/, Std., c nach 2 Std. 

Abb. 14. Verieilung der Anzahl der Pseudopodien. Normales Medium, pH-Anderung 

durch H,SO,. Normalkurve (pH 7,2) punktiert, —————— pH 6,0, — — — pH 5,0, 
seal t ns pH 4,0, bis Oh cet, WO se pH 3,0. 


b) pH 5,0 (H,SO,) 

Die Amoeben bewegen sich polypodial; es werden zunachst relativ lange 
Pseudopodien gebildet, die jedoch nach 2 Stunden kiirzer werden. Die An- 
heftung ist vollkommen gelést. Die Pseudopodien werden radiar nach allen 
Richtungen gleichmafig ausgestreckt (Abb. 13). 

c) pH 4,0 (H,SO,) 

Die Amoeben bewegen sich poly podia! mit langen Pseudopodien, 
es werden jedoch weniger Pseudopodien ausgebildet als in den vorange- 
gangenen Versuchen. Die Anheftung ist nur schwach. Es ist keine deutliche 
Lokomotion zu beobachten. Nur eine von zehn in der Kammer befindlichen 
Amoeben bewegt sich monopodial. 

d) pH 3,0 (H,SO,) 

Die Amoeben bewegen sich zwar noch polypodial, die Pseudopodien sind 

jedoch sehr kurz und breit geworden. Die Amoeben erhalten dadurch ein 
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plumpes Aussehen. Die Anheftung ist aufgehoben, es tritt keine Ortsver- 
anderung ein. Streng monopodiale Formen treten nicht auf, 
e) pH 2,5 (H,SO,) 

Die Tiere werden sofort geschidigt. 

Die Verteilungskurven (Abb. 14) zeigen fiir pH 6,0 eine Ver- 
schiebung nach rechts, fiir pH 5,0—3,0 eine Linksverschiebung und einen 
zunehmenden Anstieg des Maximum. (Auswertung wie in den HCl-Ver- 


suchen.) 








Pseudop. 
Abb. 16. 


Abb. 15. Normales Medium, pH 3,5 (HCOOH), a Anfang, b nach 15 Min., c¢ nach 
30 Min., d nach 2 Std. 


Abb. 16. Verieilung der Anzahl der Pseudopodien. Normales Medium, pH-Anderung 
durch HCOOH. Normalkurve (pH 7,2) punktiert, — pH 6,0, — — —. pH 5,0, 
pH 3,75, —-—-— pH 3,5. 


4, Anderung des pH durch Ameisensiure HCOOH 
a) pH 6,0 (HCOOH) 


Normales Verhalten. 


b) pH 5,0 (HCOOH) 

Es werden weniger, aber noch immer relativ lange Pseudopodien gebil- 
det. Die Anheftung an die Unterlange besteht noch, die Ortsveranderung 
ist jedoch gering. Voriibergehend treten eigenartige Formen auf: Der gréRte 
Teil des Cytoplasma bildet eine Kugel. Wo die Kugel die Unterlage be- 
riihrt, werden kurze Pseudopodien gebildet. 

c) pH 4,0 (HCOOH) 

Die Form ist plumper geworden, die Pseudopodien sind meist kurz, es 

wird immer nur ein Pseudopodium voll ausgebildet. Nur geringe Anheftung. 
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d) pH 3,75 (HCOOH) 

Die Reaktion ist nicht einheitlich: Es finden sich monopodiale Formen 
neben polypodialen. Auch nach 22 Stunden zeigt sich noch keine Anderung 
im Verhalten. Die monopodialen Tiere weisen noch kraftige Vorwélbungen 
auf. Zahlt man bei diesen Formen nur das Vorder- und Hinterende — 
2 Pseudopodien, so erhalt man eine Kurve, die steiler als die Normalkurve 
und nach links verschoben ist. 

e) pH 3,5 (HCOOH) 

Die Amoeben sind zuerst plump-polypodial, werden dann aber mono- 
podial. Die monopodiale Form wird aber nicht dauernd beibehalten, son- 
dern sie wird immer wieder von der Bildung eines zusatzlichen Pseudo- 
podium unterbrochen. In den meisten Fallen flieRt dann das gesamte Cyto- 
plasma in dieses Pseudopodium hinein und es kommt zu der schon oben- 
erwahnten Richtungsinderung (Abb. 15). Das Verhalten bleibt bis zur 
40. Stunde das gleiche, dann erfolgen Abkugelung und Absterben sehr schnell 
(innerhalb 30 Minuten) aufeinander. 

f) pH 3,0 (HCOOH) 

Die Amoeben werden sofort stark geschaidigt und sterben nach kurzer 
Zeit ab. 

Die Auszihlung (Abb. 16) der Pseudopodien ergibt wieder eine 
Linksverschiebung der Verteilungskurven. Ebenso steigen die Maxima von 
pH 7,2 nach pH 3,5 an. (Gleiche Auswertung wie bei den HCl-Versuchen.) 


5. Anderung des pH durch Oxalsiure (COOHCOOH) 
a) pH 6,0 (COOHCOOH) 

Die Amoeben sind polypodial. Deutliche Anheftung und lebhafte Loko- 
motion. Nach 48 Stunden kugeln sich die Tiere ab und gehen ein. Vor dem 
Abkugeln keine monopodialen Formen. 

b) pH 5,0 (COOHCOOH) :, 

Die Amoeben sind zunachst polypodial; bei einigen ist die Anheftung 
noch normal, beschrinkt sich aber spater auf die Spitzen der Pseudopodien. 
Diese Tiere kénnen sich dann nur noch durch ,,Stelzen“ fortbewegen. Nach 
18 Stunden erfolgt der Ubergang zur monopodialen Form. Der Ablauf der 
Wellenbewegungen vom Vorderende zum Hinterende ist nicht mehr kontinu- 
ierlich, sondern ruckartig. (Keine Bruchsackpseudopodien, sondern Perioden 
groRerer Aktivitét in der Bildung der wellenférmigen Ausbuchtungen 
wechseln mit solchen geringerer Aktivitaét ab.) Gelegentlich kann man be- 
obachten, wie sich die monopodialen Amoeben an beiden Enden kontrahie- 
ren. Es kommt dann zu einer Stauung in der Mitte, die zu einem neuen 
Pseudopodium fiihrt. 20 Stunden nach Versuchsbeginn erfolgt Abkugelung, 
und die Tiere sterben ab, d. h. es a&t sich dann auch unter Zeitraffung keine 
Bewegung mehr feststellen (Abb. 17). 

c) pH 4,0 (COOHCOOH) 

Das Verhalten ist das gleiche wie bei pH 5,0. Nach 40 Stunden sind alle 
Amoeben bis auf eine abgekugelt. Bei dieser war auffallig, da sie nicht 
mehr fahig war, vor dem Absterben ihre Pseudopodien einzuziehen. 
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d) pH 3,5 (COOHCOOH) 

Die Amoeben sind anfangs noch polypodial, nach 30 Minuten allmah- 
licher Ubergang zur monopodialen Form. Der Eintritt der monopodialen 
Form ist bei den einzelnen Tieren zeitlich verschieden. Nach 10 Stunden 
sind alle Tiere geschadigt und gehen ein (Abb. 18). 

e) pH 3,0 (COOHCOOH) 
Die Amoeben werden sofort geschadigt und sterben nach 30 Minuten ab. 
Die Auszahlung der Pseudopodien ergibt fiir pH 6,0 eine Ver- 


Abb. 17. Abb. 18. 


Abb. 17. Normales Medium, pH 5,0 (Oxalsdure): a Anfang, b nach 15 Min., c nach 
20 Sid. 


Abb. 18. Normales Medium, pH 3,5 (Oxalsiure): a Anfang, b nach 30 Min., c nach 
1*/, Std. 


schiebung der Verteilungskurve nach rechts, fiir pH 5,0—3,5 wieder eine 
Verschiebung nach links. 


6. Anderung des pH durch Asparagin (Asparaginsdureamid) 
a) pH 6,0 (Asparagin) 

Anfangs polypodiale Formen; deutliche Anheftung, rasche Ortsverande- 
rung. Pseudopodienform zuerst normal, jedoch spater breit und flachig. 
b) pH 5,0 (Asparagin) 

Polypodial, zuerst ohne Festhaften, radiaire Formen. Spater Anheftung 
verbessert, langgestreckte Form, deutliche Ortsverinderung. Keine flachen- 
hafte Ausbreitung der Pseudopodien. Die Anzahl der gebildeten Pseudo- 
podien nimmt allmahlich ab, Ubergang zur monopodialen Form mit ex- 
trem lang ausgezogenem ,tail*. Nach 21 Stunden sind alle Tiere 
geschadigt. Kurz vor dem Tod lauft noch eine sehr kraftige Welle vom 
Vorderende zum Hinterende (Abb. 19). 
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c) pH 4,0 (Asparagin) 

Anfangs polypodial, keine Anheftung, radiire Form; spater wird das 
Festhaften verbessert, Ortsbewegung. Die Gestalt wird gestreckter. An den 
Spitzen der Pseudopodien werden hyaline Kappen ausgebildet. Nach 

12 Stunden kugeln sich die Tiere 
ab und gehen ein, ohne vorher 
die monopodiale Form angenom- 
men zu haben. 

Die Verteilungskurven (Abb. 
20) zeigen fiir pH 6,0—4,0 wieder 
eine Verschiebung nach links. Die 
Maxima erfahren ebenfalls wie- 
der einen Anstieg. 








Pseudopod. 
Abb. 19. Abb. 20. 
Abb. 19. Normales Medium, pH 5,0 (Asparagin): a Anfang, b nach 45 Min., c nach 
5 Std., d nach 8 Sid., e nach 16 Sid. 


Abb. 20. Verieilung der Anzahl der Pseudopodien. Normales Medium, pH-Anderung 
durch Asparagin: Normalkurve (pH 7,2) )punktiert, —————- pH 6,0, — — — 5,0, 


27. Anderung des pH durch Essigsiure CH,COOH 
a) pH 6,0 (CH,COOH) 

Es werden lange Pseudopodien gebildet; die Amoeben bewegen sich 
polypodial; sie haften gut an der Unterlage. Dauernd deutliche Ortsver- 
anderung; die Form ist langgestreckt. 

Bei einem pH unter 6,0 werden die Amoeben sofort geschiadigt. 

Protoplasma, Bd, LIII/1 
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C.Analyseneiniger Bewegungsvorgiange im Zeitraffer- 
laufbild 
1. An Amoeben in normalen Medien, pH 7,2—6,0 


Bei der Beobachtung des Lauf bildes hat man sofort den Eindruck, 
da die Bewegung rhythmisch erfolgt. Es ist sehr schwierig festzu- 
stellen, worin dieser Rh yth mus besteht. Bei der Betrachtung der Phasen- 
bilder sieht man folgendes (Abb. 21): 
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Abb. .24:. 1:- 4.2:5:4:5:6.,. 28: 429. 3.6:5°6.7., TH: 1228:35.45.6.'728:, B¥: 4.2: 3.4: 5. 
6. 7. (Man beachte besonders die durch [x] bezeichneten Pseudopodien.) 


1. Es ist immer nur ein Pseudopodium, das die Hauptbe- 
wegung (vorwartsstr6mendes Cytoplasma, Ausbildung eines breiten 
Pseudopodium ausfiihrt. (I/1, 1/5, II/5, IV/1, jeweils der Beginn der Aus- 
bildung des Hauptpseudopodium.) 

2. Das Pseudopodium wird zuerst ohne Seitenpseudopodien ausgebil- 
det. (1/1—3, 1/5—II/3, I11/i—4, IV/i—5.) 

3. Erst wenn das Hauptpseudopodium seine volle Lange 
erreicht hat, strémen auch seitliche Verzweigungen hervor (1/4, I[/4, ITI/4, 
IV/5). 

4. Vor der Ausbildung des Hauptpseudopodium ist es schon vorgebildet 
und als kleines Pseudopodium vorhanden. 


5. Im Augenblick der gréRten Ausdehnung des Hauptpseudopodium 
beginnt das Wachstum des ,,naichsten* Hauptpseudopodium (I/5, II/5, [V/1). 
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6. An den Hauptpseudopodien entstehen immer Nebenpseudopodien. 


7. Es wird immer gleichzeitig mit der Bildung eines Hauptpseudopodium 
an einer anderen Stelle ein Pseudopodium eingezogen. 


2. An Amoeben in normalen Medien, pH 6,0 


Bei den Formen, die noch nicht dauernd monopodial sind, sieht 
man haufig folgendes: An einer Stelle der Amoebe zeigt sich seitlich eine 
Delle, die allmahlich von vorn nach hinten verschoben wird und an Aus- 
dehnung (Tiefe) zunimmt. An der riickwiartigen Seite dieser Delle bildet 
sich eine Cytoplasma-Stauung, die der Ausgangspunki eines neuen 
Pseudopodium ist (Abb. 22). 

Wenn die Amoeben stark erschiittert oder in ein anderes Medium ge- 
bracht werden, ziehen sie die Pseudopodien ein und kugeln sich ab, Sofern 


i 


Abb. 22. Abb. 23. 


Abb. 22. Amoebe in normalem Medium (pH 4,0 [H,SO,]). Phasen in 30 sec Ab- 
stand. Eindellung durch einen Punkt markiert (von links nach rechts). 


Abb. 23. Normales Medium (pH 7,2). Erstes Pseudopodium nach Abkugelung. 
Phasenabstand 30 sec. Von oben nach unten. Die nachfolgenden Stadien punktiert. 


das neue Medium keinen schadigenden Einflu& hat, erfolgt nach etwa 20 sec 
die Neubildung von Pseudopodien. Diese geschieht meist so, da zuerst ein 
langes Pseudopodium gebildet wird (Abb. 23). Wenn dieses voll ausgebildet 
ist, werden Seitenpseudopodien ausgestreckt und auch an anderen Stellen 
des abgekugelten Teiles der Amoebe erscheinen Pseudopodien. An dem 
zuerst gebildeten Pseudopodium kann man folgendes beobachten: Vom 
auReren Ende des Pseudopodium her wird an einem Teil des Pseudopodium 
der Durchmesser verkleinert (kontrahiert). Proximal von dieser Kontrak- 
tion staut sich das Cytoplasma und bildet eine knotenartige 
Verdickung. Der .Knoten* und die Verengung werden allmahlich 
proximad verschoben. Aus dem K noten entsteht dann ein Seitenpseudo- 
podium. 

Bei den streng monopodialen Amoeben ist die Wellenbewegung, 
wie schon erwihnt, am deutlichsten ausgepragt. Man beobachtet wieder die 
Eindellung, die sich vom physiologischen Vorderende zum Hinterende be- 
wegt. Vor der Eindellung kommt es wieder zu einer Stauung. Die Welle 
lauft bis zum ,,tail*. Ein Durchgang dauert etwa 32mal 15 sec =8 Minu- 


7* 
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ten. Die niichste Welle folgt im Abstand von etwa 15 X 15sec = 3% Min. 
In Abb. 24 ist nur die linke Begrenzung der Amoebe gezeichnet. Auf der 
rechten Seite erfolgt die Bewegung in der gleichen Weise. (Der Abstand 
von 3*/, Minuten bezieht sich auf die Folge links-rechts-links.) Wenn die 
erste Welle etwa */, des Weges zuriickgelegt hat, beginnt die nichste Welle 
(auf der gleichen Seite) ihren Weg (Abb. 24). 

Man findet diese Wellenbewegung auch bei monopodialen Amoeben, 
die ihre Haftfahigkeit vollkommen verloren haben: Das Cytoplasma strémt 
sehr heftig von vorn nach hinten, 
ohne daff eine Ortsveranderung 

stattfindet. 
Der Anfang dieser Wellenbe- 
wegung kann sich gelegentlich als 
Ausschlag des ganzen Vorderendes 
nach links und rechis manifestie- 


ren (Abb. 25). 


4 
Abb. 24. 


Abb. 24. Verlauf der Wellenbewegung bei einer monopodialen Amoebe. Nur 
die linke Begrenzung ist gezeichnet. Phasenabstand: 15 sec. 
Abb. 25. Ausschlag des Vorderendes bei einer monopodialen Amoebe. 


D. Besprechung der Ergebnisse 


Bei der Untersuchung des Einflusses von Sauren waren verschiedene 
Autoren zu ahnlichen Ergebnissen gekommen. Chalkley und Daniel 
(1934): Hemmung der Cytoplasmateilung durch Milchsiure. Hopkins 
(1926): pH 6,7 und 7,6 Optima fiir normales Aussehen und gute Beweglich- 
keit. Taylor (1924) fand, da& Amoeben in einem pH-Bereich von 3,0— 
8,0 leben kénnen. Optimum bei pH 6,6. Dies ist in deutlicher Ubereinstim- 
mung mit den vorliegenden Ergebnissen. Die Rechtsverschiebung der Ver- 
teilungskurven bei pH 6,0 zeigt, daf auch fiir Chaos chaos das Optimum 
unter pH 7,2 liegt. Ed wards (1924) beschrieb die Wirkung verschiedener 
Saiuren auf Amoeba proteus: Die Oberflaiche wird ,,stickky“, die Bewegung 
wird eingeschrankt und die Strémung wirkt heftig und unkoordiniert; der 
.tail* kontrahiert sich. Ed wards vermutete, da dies bewegungsphysio- 
logische Verhalten den H-Ionen zuzuschreiben ist. Er hat die Amoeben 
jedoch nur in reinen Sauren untersucht. Loeb (1928) erwahnt lang ausge- 
zogene Formen von Amoebocyten in sauren Zuckerlésungen. Corson 
(1937) fand, da Zugabe von anorganischen Sauren zu einer K- oder Na- 
Salzlésung eine Abnahme der Viskositat verhindert, die in neutralen oder 
schwach alkalischen Lésungen eintritt. 
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Mast (1928) zitiert eine Fiille von Tatsachen, die darauf hindeuten, daf 
die Form der Amoeben sehr veranderlich ist. In reinen Saduren, die auf 
pH 5,0 bis 6,9 verdiinnt wurden, zogen die Amoeben ihre Pseudopodien 
ein. Erst nach 4 bis 5 Stunden kam die Bewegung wieder in Gang. Die 
Amoeben bewegten sich dann nur noch monopodial. In M/500 Saccharose 
und Laktose trat der gleiche Vorgang ein. Mast schlo& daraus, da der 
Wechsel der Form nicht von auferen Faktoren abhiingig ist (Oberflichen- 
krafte), sondern von inneren Faktoren geregelt wird. Mit Hinweis auf Ver- 
suche von Chalkley begriindet er die Formverainderungen mit dem wech- 
selnden Wassergehalt in der Amoebe. Hopkins hatte auch angenommen, 
daf durch die pH-Anderung die Salzdurchlissigkeit und damit der Wasser- 
gehalt der Amoebe beeinflu@t wird. Lovtrup und Pigon (1951) haben 
mit D,O und H,O** den Wasserhaushalt bei Chaos chaos untersucht und 
fanden, da der Wassertransport durch die Membran nur 2—4% des Ge- 
samtvolumens pro Stunde betriigt. Das ist nur ein sehr geringer Betrag, 
durch den auch die geringe Formverinderung in Aqua bidest. und auch in 
Lésungen mit erhéhtem osmotischem Wert erklart wird. Ob sich der Form- 
wechsel der Amoeben bei pH-Anderung durch Anderung des Wasserge- 
haltes verstehen JaBt, mii&te durch genaue Volumenmessungen und Messun- 
gen des Wassergehaltes nach der Methode von Lo vtrup und Pigon mit 
schwerem Wasser geklart werden. Dagegen spricht die Tatsache, daf mit 
abnehmendem pH das Cytoplasma der Amoeben nicht hel- 
ler wird (durch den gréferen Abstand der Inhaltsbestandteile nach Wasser- 
aufnahme), sondern dunkler und dichter granuliert erscheint. 

Pantin (1924) kam durch Temperaturversuche zu dem Schlusse, daft 
der amoeboiden Bewegung ein enzymatischer Vorgang zugrunde liegen muf. 
Goldacre (1952) fand, daf bei Amoeben eine Reaktion auf einen Be- 
riihrungsreiz nur dann eintritt, wenn die Membran so weit eingedriickt wird, 
daf sie mit dem granulierten Cytoplasma in Kontakt kommt. Er nahm an, 
da die Membran als ein ,non difussible* Substrat im granularen Cyto- 
plasma wirkt. Durch Zugabe von Anaesthetika konnte er erreichen, daf 
sich die Membran abhob. Er konnte ferner zeigen, daf dies nicht durch 
Wasseraufnahme geschah, sondern daf sich das granulierte Cytoplasma 
zuriickzog. Siehe auch Abb. 1: Hyaliner Raum nach Erhéhung der Tempera- 
tur, das granulierte Cytoplasma hat sich kontrahiert und ist zunehmend dich- 
ter und dunkler geworden. Ebenso Abschnitt d, S. 90, pH 3,5 (HCI): Kontrak- 
tion des granulierten Cytoplasma und dadurch entstehender hyaliner Saum. 

Es scheint demnach wahrscheinlicher, da&® durch Anderung des 
pH primar enzymatische Vorgiange beeinflu&t werden 
und sich dadurch sekundir die Wasserdurchliassigkeit der 
Membran und der Wassergehalt indern kann. Selbst wenn sich der 
Wassergehalt der Amoebe andert (die Pringsheim-Lésung ist in bezug auf 
das Cytoplasma der Amoeben hypotonisch), muff daraus noch nicht unbe- 
dingt eine Forminderung bzw. das Unvermiégen Pseudopodien zu bilden, 
resultieren. Es ist eher anzunehmen, da durch Wasseraufnahme 
das Cytoplasma fliissiger wird und dadurch die Pseudopo- 
dienbildung erleichtert ist. 
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Wie entsteht ein Pseudopodium? Um diese Frage zu beant- 
worten, muf man zuerst die amoeboide Bewegung selbst zu erkliren ver- 
suchen. Fiir die amoeboide Bewegung gibt es sehr viele Erklirungen. Sie 
sollen hier nur stichwortartig angefiihrt werden. Eine ausfiihrliche Zusam- 
menstellung gibt De Bruyn (1947). 

Ehrenberg 1830: Pseudopodien sind bruchartige Vorwélbungen an 
einer lokal geschwiichten Stelle des Amoebenkoérpers. Bewegung durch Kon- 
traktion des Restkérpers. 

Dujardin 1835: Amoebe: Sarkode, die die Eigenschaft der Dehnbar- 
keit und Kontraktion besitzt. 

Ecker 1849: Bestreitet aktive Dehnung. Pseudopodien nur durch Kon- 
traktion des Restkérpers. 

W allich 1863: Bewegung durch Kontraktion der auferen Schicht (Ecto- 
sarc). Ecto- und Endosarc sind keine permanenten Strukturen, sie kénnen 
ineinander iibergehen. 

De Bary 1864: Aktive Expansion an den Spitzen der Pseudopodien; 
Saugwirkung. 

Greeff 1874: Zentrales Cytoplasma ist weniger viskés als die iuferen 
Schichten. 

Schulze 1875: Das am Hinterende aufgenommene Material wird am 
Vorderende abgelagert. 

Gruber 1882: Kontraktion ist mit Dehydratation des Cytoplasma ver- 
bunden. 

Heitzmann 1873: Protoplasma ist nicht homogen. In eine nicht kon- 
traktile Fliissigkeit ist ein dreidimensionales Netzwerk eingebettet. 

Schifer 1883: Nicht das Netzwerk, sondern das Hyaloplasma ist 
kontraktil. 

Engelmann 1879: Das Protoplasma ist aus kontraktilen Partikeln 
von molekularer Dimension zusammengesetzt. Bewegung durch Formver- 
anderung dieser Partikel. Formainderung durch Wasseraufnahme. 

Sachs 1882: Strémung am Ende eines Pseudopodium durch Stérung 
eines labilen Gleichgewichts der Molekiile. 

Als mit der Verbesserung der mikroskopischen Technik kein Netzwerk 
im Protoplasma gesehen werden konnte, lieBen sich die Kontraktionstheo- 
rien nicht halten und man suchie nach anderen Erklairungen: 

Flemming 1882: Kein Netzwerk, sondern isolierte Partikel in einer 
homogenen Fliissigkeit. Partikel fadenférmig. 

Altmann 1890: Partikel nicht fadenférmig, sondern in Gestalt von 
Granulen. 

Biitschli 1892: Keine Granulen, sondern Tropfen. 

Berthold 1886: Protoplasma verhalt sich wie eine Fliissigkeit. Be- 
wegung durch Oberflaichenkriafte. Ebenso Quincke (1888) und Bern- 
stein (1900). 

Biitschli 1892: s. o. Bewegung durch Oberflachenkriafte. Schaum- 
struktur des Protoplasma. 

Rhumbler 1898: Anheftung an die Unterlage. Pseudopodienbildung 
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durch lokale Herabsetzung der Oberflichenspannung; Viskosititsunter- 
schied zwischen Ecto- und Endoplasma (Ectoplasma-Endoplasma-Prozef). 
Erweiterung 1905: Kontraktion am Hinterende durch Dehydratation ,,Gela- 
tinierungsdruck“. 

Dellinger 1906: Verwarf Oberflichentheorie, weil Amoeben nicht 
Tropfenform haben. Beobachtete ,,Stelzbewegung“. 

Mast und Root 1916: Amoeben kénnen aufgenommene Paramaecien 
quer durchschniiren. Errechneten, daf Oberflachenkrafte dazu nicht aus- 
reichen. . 

Es folgt dann eine Periode, in der man die amoeboide Bewegung mehr 
unter kolloidchemischen Gesichtspunkten betrachiete. 

Hyman 1917: Pseudopodienbildung durch lokale Verfliissigung des 
Ectoplasma-Gels. Die Spannung des Ectoplasma preft das Pseudopodium 
nach aufen. ,,Gelation is the cause of contractility.“ 

Giersberg 1921: Widerlegt die Wabentheorie Biitschlis. Das Cyto- 
plasma ist aus zahlreichen kolloidalen Substanzen zusammengesetzt. 

Pantin 1923: Das Ectoplasma bildet einen Schlauch, am Hinterende 
Abbau durch Wasserabgabe, am Vorderende durch Wasseraufnahme und 
Vergelung des Endoplasma Anlagerung und Verliangerung. Kontraktion 
ist identisch mit ,,Syneresis“. 

Mast 1931: Wie Pantin, jedoch Plasma-Gel-Kontraktion nur durch Ela- 
stizitat des Plasma-Gels bedingt. 

Heilbrunn und Daugherty 1939 schrieben dem Protoplasma 
thixotrope Eigenschaften zu. Durch den mechanischen Druck der Granulen 
gegen das Plasmagel entsteht eine Verfliissigung, durch die ein Pseudo- 
podium enisteht. 

Fenn 1945 erklart den Wechsel von Gel-Sol als das Ergebnis der Stré- 
mung, die mechanisch das Gel abbaut. Wo die Strémung aufhért, werden die 
Bausteine wieder angelagert. Bewegung durch Kontraktion des Plasmagel. 

Goldacre und Lorch 1950 erklarten den Ubergang Gel-Sol durch 
das Zusammenfalien von Proteinmolekiilen. 

Man nimmt heute allgemein an, daf die Kontraktion des Plasma- 
gel fiir die Bewegung verantwortlich ist. Goldacre und Lorch haben 
auch gezeigt, da& durch intracellulare Injektion von A T P eine Kontraktion 
und Verfliissigung des Plasmagel erreicht werden kann. 

Goldacre 1952 nimmt an, daf zwischen der Membran und dem granu- 
lierten Cytoplasma enzymatische Vorgange ablaufen und dabei ATP-artige 
Substanzen beteiligt sind. (Uber den Einflu& des A T P im 2. Teil Naheres.) 

Fiir die amoeboide Bewegung gilt demnach auch heute noch die Mast - 
P antinsche Anschauung des Ectoplasma- (Plasmagel-) Schlauches, Durch 
lokalisierte Verfliissigungen kommt es zur Ausbildung von 
seitlichen Pseudopodien. Die durch Stauung herbeigefiihrte Pseudopo- 
dienbildung laRt sich mit der These von Goldacre gut vereinbaren: 
Durch die Stauung kommt das granulierte Cytoplasma mit der 
Membran in Beriihrung. Das Plasmagel wird an dieser Stelle ver- 
fliissigt und es wird ein Pseudopodium gebildet. Auch bei den Amoeben 
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in normalem Medium lief sich die Bildung der Seitenpseudopodien an 
einem schon vorhandenen Pseudopodium erkliren. Die Kontraktionswelle 
wird um so ausgeprigter sein, je weniger Pseudopodien vorhanden sind 
bzw. je gréRer das Volumen des Pseudopodium ist. Im normalen Medium 
ist nur eine schwache, nur kurz andauernde und deshalb nicht sichtbare 
Stauung nétig, um diesen Kontakt zu ermiglichen.. Mit zunehmender Sen- 
kung des pH wird das Plasmagel viskéser, und es kommt nur noch bei 
starken Stauungen granuliertes Cytoplasma mit der Membran in Kontakt. 

Uber die Ursache und Entstehung dieser Kontraktionswelle ist 
damit noch nichts ausgesagt. Es scheint dabei aber nur die aiuferste Schicht 
(Plasmalemma) beieiligt zu sein, und es sind offenbar die gleichen Krifte, die 
dem ,,tail“ und den Spitzen der einziehenden Pseudopodien das zerknitterte 
Aussehen geben. Lewis (1931, 1939, 1942) hat mit Hilfe von Zeitraffer- 
Filmaufnahmen an Leukozyten ahnliche Erscheinungen beobachtet. Bei den 
Leukozyten bildet sich an der Basis der Pseudopodien ein Kontraktionsring 
aus, der einen kleineren Durchmesser als das entstehende Pseudopodium 
hat. Dieser Kontraktionsring bleibt aber auf der Stelle stehen, wahrend der 
Leukozyt gleichsam hindurchkriecht. Bei den monopodialen Amoeben in 
saurem Medium ist das Umgekehrte der Fall: Die Amoebe bewegt sich auf 
der Stelle, und die Kontraktionswelle wandert vom Vorder- zum Hinterende 
(s. Abb. 24). (Die Amoebenhalften sind in der tatsachlichen Lage gezeich- 


net. Keine Ortsverainderung.) 


Ganz allgemein Jat sich noch sagen, daf? durch die Formanderung in 
Medien mit verschiedenem pH eine systematische Einteilung der Amoeben 
(Schaeffer 1927) nach Form und Anzahl der Pseudopodien nicht még- 
lich ist, es sei denn, da das pH des Fundorts bekannt ist. Ebenso ist das 
Ergebnis, daf sich Gestalt und Form der Amoeben andern, wenn die Art 
der Nahrung geandert wird (M ast 1938), nur dann richtig, wenn bei gleich- 
bleibendem pH beobachtet wird. 


E. Zusammenfassung der Ergebnisse 


Das Verhalten der Amoebe Chaos chaos L. wurde in Medien mit ver- 
schiedenen pH-Werten untersucht. Die wichtigsten Ergebnisse sind: 

1. Mit abnehmendem pH nimmt auch die Anzahl der gleichzeitig vor- 
handenen Pseudopodien ab (Linksverschiebung der Verteilungskurven). 

2. Die zahlenmafig zu erfassenden Méglichkeiten der Pseudopodienbil- 
dung werden mit sinkendem pH eingeschrankt (Steilerwerden der Kurven). 

3. Diese Wirkung lie8 sich mit verschiedenen, H-Ionen abdissoziierenden, 
Reagenzien herbeifiihren. 

4, Die Pseudopodienbildung geschieht nicht drtlich und zeitlich wahllos, 
sondern unterliegt gewissen Gesetzmafigkeiten. 

5. Die Pseudopodienbildung hat als ,Vorstufe* eine aus einer Kon- 
traktionswelle resultierende Stauung des Cytoplasma. 

6. Die monopodialen Amoeben behalten als letzten Rest des Pseudo- 
podienbildungsvermégens die sich vom Vorderende zum Hinterende bewe- 
genden Kontraktionswellen. 
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7. Die Wellenbewegung beginnt am Vorderende als Ausschlag seitlich 
zur Liangs- bzw. Bewegungsrichtung. 
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Virus-Eiweifkristalle in Phajus grandifolius 


Von 


Irmtraud Thaler 


Aus dem Institut fiir Anatomie und Physiologie der Pflanzen der Universitit Graz 
Mit 7 Textabbildungen 


(Eingegangen am 26. Mai 1960) 


Uber das Vorkommen von Eiweifkristallen bei Orchideen liegen bisher 
nur wenige Angaben vor. Zimmermann (1893, 156) gibt sie fiir Tricho- 
pilia tortilis und Vanda furva an, ferner auch an wenig beachteter Stelle 
(1893, 152, 153) fiir Acropera Loddigesii, Listera ovata, Paphiopedilum bar- 
batum, P. insigne, P. vbenustum, Mikosch (1890) fiir Oncidium microchilum. 
Man hat damals diese Kristalle als normale Zellinhaltskérper angesehen. 
und zwar als Reservestoffe oder Exkrete, ebenso wie die morphologisch ganz 
ahnlichen Gebilde. die Molisch 1885 in der Kaktee Epiphyllum gefunden 
hat. Nachdem aber durch Rose nzop f (1951) nachgewiesen worden ist, daB 
die Epiphyllum-Spindeln keine normalen, sondern pathologische Zellein- 
schliisse sind, die nur bei Virusinfektion entstehen, hat Weber 1954 die 
Frage aufgestellt, .ob alle Pflanzen mit Cytoplasma-Eiweiffspindeln Virus- 
trager sind?“ Thaler 1954 glaubt dies fiir Valerianella verneinen zu kén- 
nen. Fiir die kubischen Eiweifwiirfel der Kartoffel ergab sich durch die 
Untersuchungen von Eicke und Kohler (1943), Fedotina (1957), 
Hoélzl und Bancher (1958), daB sie nicht aus ViruseiweiB bestehen. 
sondern aus Reserveeiweifi. .das keiner gesunden Kartoffel fehlt*. Unwahr- 
scheinlich ist es auch, daf die .Rhabdoiden* von Drosera Virusproteine 
sind (Brat. Kenda und Weber 1951. Weber 1954). Dagegen haben 
Miliéié und Udjbinaec (1960) fiir die von Nestler (1906) entdeckten 
FiweiBkristalle von Capsicum annuum nachgewiesen. daft es Viruskérper 
sind. Wie es in dieser Hinsicht mit den Proteinkristallen der Orchideen 
steht, soll im folgenden erértert werden. 

Die oberirdischen Stammknollen von Phajus grandifolius sind ein be- 
kanntes Objekt zur Demonstration von Eiweifkristallen, die in oder an 
Plastiden entstehen (Lit. bei Me yer 1920, 92). An einem Exemplar dieser 
Spezies, das in einem Gewachshaus des Botanischen Gartens der Universitat 
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Graz kultiviert wird and in diesem Winter zum ersten Mal zur Bliite kam 
(Abb. 1), wurden in den Epidermiszellen der Bliiten- und Laubblatter neben 
den bereits bekannten Eiweifkristallen der Leukoplasten auch im Cyto- 


plasma _ spindel-. nadel- 

formige. zopfartige oder 

prismenartige von einer 

Spindel durchzogene Kri- 

stalle gefunden (Abb. 2. 3. 

4, 5). Diese Gebilde sind 

positiv doppelbrechend 

und geben die Millon- und 

Xanthroproteinreaktion. 

Sie sind sehr unbestiin- 

dig in ihrem Aufireten 

und liegen innerhalb des 

Plasmakérpers. wie man 

sich leicht durch Plasmo- 

lyse iiberzeugen kann. Im 

Mesophyll und im Palisa- 

Abb, 1. Bliitenstand von Phajus grandifolius. dengewebe treten haupt- 
siichlich homogene und 

viel schwiaicher lichtbrechende Spindeln auf. Junge Blatter besitzen keine aus- 
gebildeten Spindeln. Sie zeigen im Protoplasma oft in der Nahe des Kernes 
granulierte Massen (Abb.6). die unscharf abgegrenzt sind und deren Gra- 


Abb. 2. Epidermiszelle der Laubblattunterseite: Prismenartige Eiweifkristalle, die 
durch Eiweif®fibrillen verbunden sind. 


nula wohl hauptsachlich aus Eiweif bestehen. Olkiigelchen. die sonst sehr 
haufig in x-bodies vorkommen, konnten hier weder mit Sudan noch mit dem 
Fluorochrom Coriphosphin nachgewiesen werden. Auch Vakuolen treten 
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nicht auf. Aus einem solchen x-body sieht man kleine Kristallnadeln ent- 
stehen. die sich parallel zueinander ordnen und zu kleinen Spindeln zu- 


Abb. 3, Epidermiszelle der Tragblattunterseite. ahnlicher Kristall wie Abb, 2. 


sammensetzen. Aber auch schon ganz kleine Spindeln lassen uagefahr in 
der Mitte einen prismatischen Kérper in Form kleiner Stabchen erkennen. 


Abb. 4. Epidermiszelle der Tragblattunterseite. Zopfartige Eiweifspindel. 


Eine Ahnlichkeit mit diesen Gebilden zeigen die ven Wehrme yer (1959) 
untersuchten schleifenartigen ViruseinschluBkérper des Tabaks. Diese kén- 
nen oft ganz durch Prismen ersetzt werden. Bei der fortschreitenden Kristall- 
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bildung wird bei Phajus der x-body ganz verbraucht und ist wohl daher 
in ausgebildeten Blattern nicht mehr vorhanden. Die jungen Spindeln be- 


stehen aus kurzen Kristallpaketen, die spiter miteinander verschmelzen. 
Im alten Blatt kann man ein Auffasern der Spindeln beobachten. Da bei 
Phajus grandifolius neben den Eiweifspindeln auch x-bodies vorkommen. 
kann wohl angenommen werden, dal die Einschliisse Symptome einer Vi- 
rose sind. Fiir ViruseinschluBkérper hielten auch Weber und Weber 
(1959) die von ihnen in mosaikfleckigen 

Bliittern von Listera cordata gefunde- 

nen spindeligen oder anders geform- 

ten Einschliisse. 


Abb. 5. Abb. 6. 


Abb. 5. Epidermiszellen der Laubblattunterseite; EiweiBspindeln, die ungleichmaBig 
dick sind. 
Abb. 6. Epidermiszelle der Tragblattunterseite: Drei Kristallpakete (dunkel). die 
aus einzelnen Nadeln bestehen, in einem x-body. 


Virosen sind schon von ungefihr {8 Gattungen der Orchideen bekannt 
(vel. Kéhler und Klinkowski (954, Smith 1957, Withner 1959) 
u. a. von Vanda, Oncidium und Cattleya. Die auBeren Krankheitssymp- 
tome variieren sehr stark. So kénnen helle Flecken, helle oder dunkle Ringe 
auf den Blattern auftreten. auch eine Scheckung der Bliiten ist nicht selten. 
Uber eine Virose bei Phajus grandifolius liegen in der mir zuginglichen 
Literatur keine Angaben vor. Unsere Pflanze zeigt als einziges makrosko- 
pisch sichtbares Krankheitssymptom kleine gelbe Flecken am Laubblatt. 
Neben der Phajus-Pflanze wird eine Catileya labiata kultiviert, die keine 
iiuBeren Krankheitssymptome zeigt. Bei der naiheren Untersuchung konnien 
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in den Epidermiszellen der Ober- und Unterseite des Laubblattes mit Aus- 
nahme der SchlieBzellen Eiweiffspindeln beobachtet werden. Entweder ist 
in jeder Zelle eine grobe Spindel ausgebildet (Abb. 7) oder man findet bis zu 
7 kleine Spindeln in einer Zelle. Auch im Mesophyli kommen vereinzelt diese 
Einschlu@kérper vor. Sie geben die Eiweifreaktionen, farben sich mit 
Saurefuchsin rot und bleiben in Alkohol z. T. erhalten. X-bodies konnten 
in den vollkommen ausgebildeten Blattern nicht beobachtet werden, junge 
Blatter standen nicht zur Verfiigung. Die oberirdischen Stammknollen bil- 
den solche Einschlu@kérper nur vereinzelt in der Epidermis. Diese Ein.- 
schlu@kérper sind im Gegensatz zu denen von Phajus immer homogen. 
schwicher lichtbrechend und formenarm. 


oT oe 


& 


Abb. 7. Cattleya labiata. Grobe EiweiBspindel in einer Blattepidermiszelle. 


Nachdem somit die Eiweifkristaile von Phajus grandifolius, die im Cyto- 
plasma gefunden wurden, als Virus-Einschlubkérper erkannt sind, drangt 
sich die Frage auf, ob die schon seit den Arbeiten von Schimper (1883) 
und Meyer (1882) bekannten Eiweifkristalle der Trophoplasten von 
Phajus Produkte normaler synthetischer Aktivitat der Plastiden sind oder 
aber ebenfalls Gebilde. die nur in den Plastiden virusinfizierter Pflanzen 
entstehen. Dies zu entscheiden. wird nicht leicht sein. Man miiBte wissen. 


ob es auch Phajus-Pflanzen gibt. deren Chloroplasten und Leukoplasten 
keine Kristalle bilden: dann kénnte man versuchen., durch Virusinfektion 
solche Pflanzen zur Kristallbildung in den Plastiden zu veranlassen. Oder 


man kénnte versuchen, andere Orchideen, die normalerweise keine Tropho- 
plastenkristalle besitzen, mit Phajus-PreBsaft zu infizieren und nachsehen. 
ob sie dann in den Plastiden Kristalle bilden. 

Von Interesse wire es ferner. ob die altbekannten Plastidenkristalle 
und die hier beschriebenen sich mikrochemisch und vitalfarberisch gleich 
oder verschieden verhalien. Von den Viruskristallen des Cytoplasmas sollte 
man annehmen, dafi sie Ribonucleinsdure enthalten, bei den Plastiden- 
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kristallen ware dies wohl auch méglich, aber doch weniger wahrscheinlich. 
Der ganze Fragenkomplex der Plastideneiweibkristalle wird in einer weite- 
ren Arbeit behandelt werden. 


Zusammenfassung 


In den Blatt- und Bliitenzellen von Phajus grandifolius wurden Eiweib- 
spindeln und anders gestaltete Proteinkristalloide gefunden. Da in den Zellen 
auch protoplasmatische x-Kérper vorkommen und da die Eiweifkristalloide 
in ihrem Aussehen und mikrochemischen Verhalten ganz den kristallinen 
EinschluBkérpern anderer viruskranker Pflanzen gleichen, darf angenom- 
men werden, daf die Proteinkristalle im Cytoplasma von Phajus grandi- 
folius keine normalen Zellkérper sondern Viruseinschliisse sind. 

Eiweifspindeln wurden auch in den Blattern von Cattleya labiata 
angetroffen. Es wird vermutet, daft die bisher schon bekannten Protein- 
kristalle im Cytoplasma der Orchideen ebenfalls nur in viruskranken 
Pflanzen vorkommen. Dies ist schon deshalb wahrscheinlich, weil die in Ge- 
wachshausern kultivierten Orchideen haufig unter Virosen leiden, 
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Elektive Vitalfarbung der Sekretidioblasten von 
Helianthus annuus 


Von 


Oswald Kiermayer 
Aus der Biologischen Forschungsabteilung der Osterreichische Stickstoffwerke AG.. 


Linz a. d. Donau (Leiter Prof. Dr. H. Linser) 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 31, Marz 1960) 


Bei den Kompositen bilden die Ligulifloren (Cichoriaceen) Milchsaft- 
rohren aus, wihrend die Tubulifloren, zu welchen die Heliantheae geho6ren, 
mit Olgangen ausgestattet sind. Diese Sekretgange entstehen aus der Mutter- 


zellschicht der Endodermis und liegen in der priméren Rinde vor oder 
zwischen den GefaBbiindeln. Sie stellen meist Interzellularraume zwischen 
einer Gruppe von Olidioblasten dar, welche atherische Ole im Plasma bil- 
den und diese durch die Zellwand in den schizogen entstandenen interzellu- 
liren Gang sezernieren. Neben Helianthus finden sich derartige Gange bei 
Centaurea, Chrysanthemum, Cirsium, Matricaria, Petasites, Senecio u. a. in 
verschiedener Weise ausgebildet und angeordnet (Guttenberg 1951). 

Auf Abb. 1 a ist die Gruppierung solcher Olgange oberhalb der GefaR- 
biindelscheide in der primaren Hypocotylrinde von Helianthus annuus er- 
kenntlich und auf Abb. 1 b sind die den Olgang umgebenden Idioblasten bei 
starker VergréBerung deutlich sichtbar. Wie aus der Abbildung hervorgeht, 
ist ein solcher Sekretgang stets von mehreren (meist 4—3) kleineren Zellen 
umgeben, die sich gegen den Olgang hin verschmilern, so da jede Zelle 
fiir sich dadurch eine mehr oder minder dreieckige Gestalt erlangt. Diese 
4—5 zugespitzten Zellen schliefen in ihrem gemeinsamen Beriihrungspunkt 
nicht vollstandig zusammen, sondern lassen einen Interzellularraum frei, 
der fiir die Aufnahme des Sekretes dient. Wahrend im Hypocotyl stets 
mehrere solcher Olgiinge mit ihren dazugehérigen Idioblastenzellen jeweils 
oberhalb eines jeden GefaBbiindels anzutreffen sind, findet man im Epicotyl 
dort meist nur mehr einen einzigen von den Sekretzellen umschlossenen 
Olgang. Solche einzelne Gange finden sich im Epicotyl nicht nur (wie beim 
Hypocotyl) oberhalb der Gefafbiindel, sondern auch zwischen denselben 
verstreut vor. 


Protoplasma, Bd. LIII/1 
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Seit langem bekannt ist die Eigenschaft von Idioblastenzellen Vitalfarb- 
stoffe elektiv zu speichern. So lassen sich beispielsweise SchlieBzellen (P e- 
karek 1933), Hydropoten bei Wasserpflanzen (Drawert 1938), Nek- 
tarien (Pekarek 1928), Driisenhaare sowie Gerbstoffidioblasten (z. B. 
Strugger 1949) u. a. elektiv mit Vitalfarbstoffen farben. 

Andererseits gibt es aber eine ganze Reihe von Idioblasten, welche 
gerade umgekehrt gegeniiber ihrem stark tingierbaren angrenzenden Ge- 
webe mit Vitalfarben keine Farbung annehmen. So bleiben beispielsweise 
die Raphidenzellen von Haemaria discolor mit Neutralrot ungefarbt (Di s- 


c 


Abb. 1. Teilansicht von Querschnitten durch den Stengel von Helianthus annuus. 

a Hypocotylschnitt mit Neutralrot (1 : 6000, pH um 7.2) gefarbt; iiber der Gefaf- 

biindelscheide sind die stark dunkel (violettrot) gefiarbten Idioblastenzellen der 

Olgiinge erkennbar. b Idioblastenzellen mit violettrot gefarbtem Olgang. c Epi- 

cotylschnitt mit nur einer Idioblastengruppe. Die élsezernierenden Zellen sind mit 

Neutralrot (1 : 6000, pH um 7,2) violettrot, der aus dem interzelluliren Olgang aus- 
getretene Tropfen ist intensiv violettrot gefarbt. 


kus und Kiermayer 1954) und auch die Olidioblasten von Houttuynia 
cordata lassen sich mit Vitalfarbstoffen nicht tingieren (Ziegler 1960). 


Es war daher von Interesse zu untersuchen, welchem Typus die Sekret- 
idioblasten im Stengel von Helianthus annuus angehoren, d. h. ob sie zu 
jenen Idioblasten gehéren, welche Vitalfarbstoffe elektiv speichern oder zu 
der Gruppe, welche sich iiberhaupt nicht tingieren lassen. 

Zur Untersuchung dieser Frage wurden aus dem Hypocotyl und Epicoty] 
ca. vier Wochen alter Keimlinge von Helianthus annuus dickere Quer- 
schnitte mit Hilfe einer Rasierklinge herausgeschnitten. Mehrere solche 
Schnitte wurden am Objekttrager mit den jeweiligen Farblésungen versetzt. 
Als Vitalfarbstoffe kamen Neutralrot (Fa. Riedel de Haen) in einer Ver- 
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diinnung 1 : 6000 (gelést in Linzer Leitungswasser; pH 7,2—7.3) und Bril- 
lantkresylblau (Fa. Merck, 1 : 8000, pH 9.8—10,1) zur Verwendung. 

Hypocotylschnitte, welche mit der genannten Neutralrotlésung versetzt 
wurden, zeigten schon 5 bis 10 Minuten nach dem Farbzusatz typische Fiarbe- 
bilder: Und zwar waren die Vakuolen der Zellen der primaren Rinde und 
die Markzellen stets dunkel oranger ot gefarbt, wihrend die Idioblasten- 
zellen um jeden Olgang herum eine intensivviolettrote Zellsaft- 
farbung aufwiesen. Der Farbton entsprach dabei jenem von .vollen* 
Zellsiften (HO fler 1947). Auer den Idioblastenzellen selbst, waren auch 
die aus dem Olgang ausgetretenen Oltropfen intensiv violettrot ge- 
farbt (vgl. Abb. 1b). Es ist daher wahrscheinlich, daB die violette Zell- 
saftfarbung der Sekretzellen vom Vorhandensein des atherischen Oles in 
der Zellsaftfliissigkeit herriihrt, zumal sich auch das extrazellulaire Sekret 
violettrot farbte. Bei den Exkretidioblasten von Helianthus annuus kénnte 
somit méglicherweise ein Atherisches Ol die Ursache .voller® 
Zellsafte sein. 

Ungefahr eine Stunde nach der Farbzugabe konnte an den Schnitten 
eine allmahliche Entfarbung der vorerst orangeroten Rindenzellen be- 
obachtet werden. Dafiir trat nun eine auffallend starke orangerote 
Zellsaftfarbung in einer einzigen Zellschicht, und zwar in der ober- 
halb der Gefa&biindel verlaufenden Endoderm is in Erscheinung. Dieses 
Phanomen kénnte so gedeutet werden, da der pH-Wert des Zellsaftes der 
Rindenzellen héher liegt als jener der Endodermiszellen, so daf bei den 
erstgenannten Zellen nach langerem Aufenthalt der Schnitte im Wasser eine 
Exosmose des Neutralrots auf Grund der schwacheren ,,lonenfalle* eintritt 
als in der Endodermis. Das wiirde bedeuten, daB die Endodermiszellen még- 
licherweise einen saureren Zellsaft besitzen als die Rindenzellen. An Quer- 
schnitten, welche bereits langere Zeit nach der Einfarbung in Leitungswasser 
lagen, waren somit, abgesehen von der Zellwandfarbung der toten mechani- 
schen Elemente, zwei Gewebefarbungen besonders auffallend, namlich die 
intensiv orangerote Zellsaftfarbung der Endodermis 
und die intensiv violettrote Zellsaftfarbung der Sekret- 
idioblasten. 

Nachfolgend soll ein Farbeprotokoll, aus welchem der zeitliche Verlauf 
der Neutralrotfarbung ersichtlich ist. wiedergegeben werden. 


Objekt: Helianthus annuus, Querschnitt durch die Hypocotyl-Basis. 

Farbstoff: Neutralrot 1: 6000, Linzer Leitungswasser (pH 7,2—7.5), Far- 
bung am Objekttriger. 

13 40: Einlage eines Querschnities in die Farblésung. 

13441: Epidermis mit Kriimelspeicherung, Rotorange-Farbung der toten Zell- 
winde; Festigkeitselemente der GefaéBe rotorange gefarbt; die aus den ..Olgangen* 
ausgetretenen Tropfen rosarot gefarbt. 

13h 42: Einige Rinden- und Markzellen mit orangeroter Zellsaftfarbung, 
gelegentlich mit kleinen roten Kriimeln. Kriimelspeicherung vor allem in den sub- 
epidermalen Zellen. 

13443: Intensive Violettfairbung der .Oltropfen*; deutliche violettrote 
Zellsaftfarbung der den .Olgang* umgebenden Zellen (Idioblastenzellen). 


8* 
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134 45: Deutlicher Unterschied in der Zellsaftfarbung der Rinden- und Mark- 
zellen und der Idioblastengruppen: Erstere sind hell- bis dunkelorange, die 
letzteren dagegen intensiv violettrot. In den violettroten Zellen haufig 
kleine rote Entmischungskugeln. Die ausgetretenen Tropfen sind intensiv rotviolett 
gefarbt, ihre Form ist nicht immer kugelférmig, sondern sie zeigten mannigfaltige 
tropfenférmige Gestalten. 

13h 49: Gegeniiber 13" 45 kein Unterschied. 

13451: Der Schnitt wird in etwa 20 ccm Leitungswasser iibertragen und etwa 
1 Minute lang stark geschiittelt. 

1354: Der Schnitt wird am Objekttraiger in Leitungswasser eingelegt. 

13456: Nahezu alle .Oltropfen* verschwunden; die violettroten Idioblastenzellen 
enthalten kleine oder gréfere rote Entmischungskugeln, Die einzelnen Zellen 
einer Idioblastengruppe sind unterschiedlich stark gefarbt (einige zeigen Vakuolen- 
kontraktion). Durch das Schiitteln des Schnittes in Wasser wurden die .,Oltropfen* 
weggespiilt, was zeigt. daf der Grofteil der Tropfen aus dem ..Olgang* ausgetre- 
ten war. 

14603: Der Unterschied zwischen den orangeroten Rinden- und Markzellen 
und den violettroten Idioblastenzellen ist weiterhin sehr deutlich. 

1447: Eine groBe Anzahl der friiher orangerot gefarbten Rindenzellen ist farb- 
los oder nur mehr schwach orangerot gefarbt, dafiir zeigt nun eine einzige, 
oberhalb der GefaéBbiindel verlaufende zusammenhingende 
Zellreihe (Endodermis!) eine intensiv orangerote Farbung. Die inten- 
siv violettrot gefarbten Olidioblasten sind in der jetzt farblosen Rinde noch auf- 
falliger. 


15402: Gegeniiber 14°47 kein deutlicher Unterschied. Abbruch des Versuches. 


Auch bei Vitalfarbung der Stengelquerschnitte mit Brillantkresylblau 
trat der Unterschied zwischen Rindenzellen und den Sekretidioblasten auf- 
fallend zutage: Wahrend die Rindenzellen schon nach kurzer Farbedauer 
eine blauviolette Zellsaftfarbung annahmen, farbten sich die Vakuolen 
der Sekretidioblasten g riinb]au an. So wie die oben beschriebene violett- 
rote Vakuolenfarbung mit Neutralrot, deutet auch die griinblaue Zellsaft- 
farbung mit Brillantkresylblau auf ,volle* Zellsafte der Idioblasten hin. 
Eine gleiche, jedoch intensivere griinblaue Anfarbung zeigten auch die aus 
dem Olgang ausgetretenen Tropfen. 


Zusammenfassung 


Die in der primiren Rinde des Hypocotyls bzw. Epicotyls von Helian- 
thus annuus gelegenen Sekretidioblasten konnten mit Neutralrot oder Bril- 
lantkresylblau ele ktiv gefarbt werden. Und zwar fiarbten sich die Zell- 
sifte lebender Sekretzellen mit Neutralrot violettrot, mit Brillant- 
kresylblau griinblau an. Auf Grund dieser Farbebilder kann angenom- 
men werden, daf die [dioblasten .volle* Zellsafte besitzen. 
Nachdem auch das aus dem Olgang ausgetretene extrazellulire Ol eine vio- 
lettrote bzw. griinblaue Farbung zeigte, scheint es méglich, daB der spe- 
zielle Zellsaftfarbton der 6lsezernierenden Idioblasten auf dem Vorhanden- 
sein eines atherischen Oles beruhen kénnte. Als Ursache fiir ,volle* 
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Zellsifte kénnten demnach méglicherweise auch ge- 
wisse dtherische Ole angesehen werden. 

Bei neutralrotgefarbten Schnitten konnte nach langerem Aufenthalt in 
Leitungswasser eine Entfarbung der Vakuolen der Rindenzellen, da- 
gegen eine intensive orangerote Zellsaftfarbung der Endo- 
dermiszellen beobachtet werden. Dieser Unterschied liegt méglicher- 
weise an einem verschiedenen pH-Wert der Zellsafte der Rindenzellen und 
der Endodermiszellen. 
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Die Feinstruktur der Plastiden von Tradescantia albiflora 
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Mit 28 Textabbildungen 


(Eingegangen am 8. April 1960) 


Einfiihrung 

Chlorosen haben fiir die gartnerische und landwirtschaftliche Praxis 
weitreichende Bedeutung und sind fiir viele wichtige Kultur- und Nutz- 
pflanzen beschrieben worden (Wallace 1944, Bear 1949, Maier-Gei- 
senheim 1942). Sie lassen sich als pathologische Veranderungen des Assi- 
milationsapparates der griinen Pflanzen charakterisieren, die verschiedene 
Ursachen haben kénnen und sich in teilweiser Vergilbung oder vollstandi- 
gem Ausbleichen der griinen Teile der betroffenen Pflanzen auBern. Diese 
Chlorosesymptome treten bei Eisenmangel besonders ausgepragt in Erschei- 
nung, und so erklart es sich, da# die Eisenmangelchlorose als eine der ersten 
Mangelkrankheiten ursachlich erkannt wurde. Seit der Entdeckung E. Gris’ 
im Jahre 1843, daf® chlorotische Pflanzen durch Behandlung mit Eisensalzen 
erneut zum Ergriinen gebracht werden kénnen, ist die Eisenmangelchlorose 
in zahlreichen Arbeiten untersucht worden; dabei wurden insbesondere die 
Problemkreise der Photosynthese einerseits und der Eisenwirkung anderer- 
seits beriicksichtigt. 

Untersuchungen iiber den Aufbau des Chlorophyllmolekiils und iiber 
wesentliche Stufen der Chlorophylilsynthese seitens der Biochemie (F i- 
scher, Willstatter, Stoll, Granick u. a.) erbrachten den Nach- 
weis, daff eine direkte Beteiligung des Eisens am Chlorophyllaufbau nicht 
stattfindet (Pirson 1958, S. 369; Vgl. hierzu Lamprecht 1961 b). 
Weitere Untersuchungen ergaben, daft bei Eisenmangel neben der Senkung 
des Chlorophyllgehaltes eine fast ebenso starke Minderung der Carotinoid- 


1 Vorgetragen auf der Tagung der Deutschen Botanischen Gesellschaft in Klagen- 
furt, Mai 1959, 
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gehalte eintritt (Burghardt 1956), daf Assimilation und Atmung gegen- 
iiber Kontrollen stark absinken (Burghardt 1956) und daf der Stick- 
stoffhaushalt eine Verschiebung zugunsten von Eiweiffspaltprodukten er- 
fahrt (Holley und Cain 1955, DeKock und Morrison 1958a). 
Auferdem wurden Anderungen in der Saurenzusammensetzung (Mc- 
George 1949, DeKock und Morrison 1958b) und im Eisenstatus 
(Liebich 19414, McGeorge 1949, Erkama 1950, Weinstein und 
Robbins 1955, De Kock 1956) sowie eine Minderung der Enzymaktivi- 
tiiten der eisenenthaltenden Fermentsysteme Katalase, Cytochrome und 
Peroxydase — fesigestellt (Brown und Hendricks 1952, Nason, 
Oldewurtel und Probst 1952, Weinstein und Robbins 1955). 

Aus diesen Untersuchungen ergibt sich eine viel allgemeinere Einwirkung 
des Eisens auf den Assimilationsapparat der griinen Pflanzen, als urspriing- 
lich angenommen worden war: sie steht offensichtlich in komplexem Zu- 
sammenhang mit dem gesamten Stoffwechsel der Pflanzenzelle. 

Es ist daher erstaunlich, daB die eigentlichen Trager der Photosynthese, 
die Chloroplasten, bei diesen Untersuchungen kaum oder gar nicht beriick- 
sichtigt wurden. Bei Griessmeyer (1930) findet sich lediglich ein Hin- 
weis auf sehr kleine und blasse Plastiden in den Zellen chlorotischer, eisen- 
frei aufgezogener Pflanzen. Abgesehen davon sind in der Literatur nur 
wenige Arbeiten bekannt, die sich mit der Plastidengarnitur eisenmangel- 
kranker Pflanzen befassen. 

Die ersten griindlichen Untersuchungen an Plastiden eisenmangelkranker 
Pflanzen unternahm im Jahre 1857 A. Gris, der Sohn des Entdeckers der 
Eisenmangelchlorose: seine Vorstellungen hinsichtlich der Entwicklung der 
Chloroplasten lieBen sich jedoch mit der Lehre von der Kontinuitat der 
Plastiden (Sc him p er 1883, 1885 und Me y er 1883) nicht vereinbaren und 
wurden daher 1893 von Zimmermann revidiert. Nach A. Gris sollen 
geformte Farbstofftrager in chlorotischen Zellen vollstandig fehlen; bei Er- 
griinungsversuchen sollen die Chloroplasten neu aus einer gelblichen, kér- 
nigen plasmatischen Masse in unmittelbarer Kernnihe entstehen. Zi mm e r- 
mann (1893) konnte dagegen an verschiedensten Objekten zeigen, daf in 
noch ergriinungsfahigen eisenmangelkranken Zellen stets scharf umrissene 
Plastiden deutlich erkennbar vorhanden sind; allerdings sind sie sehr viel 
kleiner als in griinen Geweben und zartgelb oder véllig farblos. 

Frey-Wyssling, Ruch und Berger (1956) beschrieben die Pla- 
stiden kalkchlorosekranker Pflanzen an Hand lichtmikroskopischer Unter- 
suchungen. Die chlorotischen Plastiden enthielten zwar geringe Mengen 
Chlorophyll, es fehlte ihnen jedoch die normale Granendifferenzierung. 
»Das Dogma, die Chlorose sei lediglich durch die fehlende Chloro- 
phyllsynthese bedingt. bedarf daher einer Uberpriifung; denn dieser Man- 
gel kann theoretisch ebensogut die Folge wie die Ursache der fehlenden 
Granendifferenzierung sein. ... Da namlich die Granen das griine Chromo- 
Lipoproteid des Chloroplasten enthalten ..., kénnte die Chlorose ebensogut 
durch eine mangelhafte Synthese des spezifischen Lipoproteids, an welches 
das Chlorophyll gebunden wird, verursacht sein* (Frey-Wyssling et 
al. 1956). 
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Die Feinstruktur erwachsener Chloroplasten und ihre Entwicklung aus 
Proplastiden ist in den letzten 20 Jahren licht- und elektronenmikroskopisch 
eingehend untersucht worden (Heitz 1937, 1954; Menke 1940; Frey - 
Wyssling und Miithlethaler 1949; Frey-Wyssling und Stein- 
mann 1953; Steinmann und Sjéstrand 1955; Strugger 1950, 
1951, 1953, 1954a, b, 1956a, 1957a, b: Strugger und Perner 1956; 
Perner 1956a, b; Cohen und Bowler 1953; Leyon 1954a, b, ec: 
Sager und Palade 1954, 1957; Kaja 1954a, b, 1957; Grave 1954; 
Hodge, McLean und Mercer 1955; Béing 1955; Fasse-Fran- 
zisket 1956; Miihlethaler 1956; Stubbe und v. Wettstein 1956; 
v. Wettstein 1957a, b; Spiekermann 1957; Sitte 1958: Buvat 
1958: Haber 1959; Menke 1959 u. a.). Es ist die Aufgabe der vorliegenden 
Untersuchungen, von diesen neueren Grundlagen ausgehend die Struktur- 
anderungen somatischer Plastiden unter dem Einflu@& zunehmender Eisen- 
mangelchlorose licht- und elektronenmikroskopisch zu analysieren. Ein Ver- 
gleich der gewonnenen Ergebnisse mit Erkenntnissen aus physiologischen 
und genetischen Untersuchungen fiihrt zu einer Erérterung der Frage, in 
welcher Weise das Eisen an der Ausbildung des Chlorophylls und des Fein- 
baues der Chloroplasten beteiligt ist. 


Material und Methode 


Es wurden Siecklinge einer rein griinen Form von Tradescantia albiflora (Kth.) 
verwendet, die unter gleichbleibenden Bedingungen im Farnhaus des Botanischen 
Gartens der Universitat Miinster auf halbschattigen Stellagen in Blumentépfen an- 


gezogen wurden, Als Nachkommen derselben Mutterpflanze stellten sie ein einheit- 
liches Material dar. Fiir die Kulturen fanden SproRspitzen mit je vier vollentfalte- 
ten Blattern Verwendung, an denen ein Knoten nach Entfernung eines 5. Blaties 
fiir die Bewurzelung stehengelassen wurde. 

Als KulturgefaBe dienten Dreiliter-GefaBe aus Jenaer Glas G 20 (Schott & Gen.). 
Die Nahrlésung, fiir die ausschlieBlich Substanzen .pro analysi* der Firmen Merck 
und Riedel-de Haén und destilliertes H,O aus einer Quarzanlage bzw. einem Ein- 
siulenentsalzungsapparat benutzt wurden, hatte die von Burghardt (1956) an- 
gegebene Zusammensetzung einer variierten Dreisalzlésung nach Shive (1915): 


I. Ca(NO),-4 HO 1187.3 mg/l Nahrlésung 
I KPO, 272 mg/l Nahrlésung 
H,BO, mg/l Nahrlésung 
III. MgSO,-7 H;O mg/l Nahrlésung 
MnSO,-4 HO 4.2 mg/l Nahrlésung 


Als Eisenquelle wurde das Eisenchelat der EDTA nach Jacobson (1951) 
verwendet, dessen Vorziige Burghardt (1956) hervorhebt, Fiir die Kontrollen 
mit kompletter Nahrlésung wurden 2 cm? Eisen-EDTA = 10 mg Fe/1 1 Nahrlésung 
gegeben. Die Zugabe von EDTA erfolgte nach etwa 8 Tagen. wenn sich alle Pflanzen 
in geniigendem Mafe bewurzelt hatten; bei friiherer Zugabe traten an den Blattern 
starke Nekroseschéden auf. Auf weitere Spurenelemente konnte verzichtet werden, 
da die Gesamtkulturdauer nur 8 bis 9, in den Wintermonnaten bis zu 10 Wochen be- 
trug und die Nahrlésung nach einem Monat erneuert wurde. 


Im Verlaufe von 2 Jahren (1956. 1957) wurden insgesamt 15 Kulturen heran- 
qd } 5 
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gezogen, die jeweils 10 Gefaéfe mit 4 Pflanzen umfaften. Drei Konirollgefae 
mit kompletter Nahrlésung erhielten die angegebene Menge Eisen-EDTA, wihrend 
die eigentlichen Eisenmangelpflanzen in sieben Parallelgefaéfen vdéllig eisenfrei 
kultiviert wurden. Es zeigte sich, da® bei der sehr reichlichen Entwicklung der 
Tradescantien in beiden Reihen geniigend Material fiir die mikroskopischen Unter- 
suchungen zur Verfiigung stand, und daf die Zahl der Parallelen zur Sicherstellung 
der typischen Ausbildung der Krankheitssymptome bei Eisenmangel ausreichend 
war. Die einzelnen Kulturen wurden im Abstand von 4 bis 5 Wochen angesetzt, 
so daB meist zwei Kulturen verschiedenen Alters standig alle Stadien der Chlorose- 
entwicklung aufwiesen. Die Anzucht der Tradescantien in Wasserkultur und die 
Ausbildung der Chlorosesymptome waren das ganze Jahr hindurch méglich, wobei 
sich lediglich in den Wintermonaten eine Verzégerung des Wachstums und damit 
auch der Chloroseausbildung einstellte. Die Pflanzen wuchsen bei normalem Tages- 
licht ohne zusatzliche kiinstliche Beleuchtung. Die Temperaturen in dem zur An- 
zucht benutzten Gewachshaus schwankten je nach der Jahreszeit zwischen 20° und 
24°C. Die relative Luftfeuchtigkeit lag zwischen 40 und 75%. 

Fiir die lichtmikroskopischen und fluoreszenzoptischen Untersuchungen stand 
ein Ortholux (E. Leitz, Wetzlar) mit Fluoreszenzausriistung und Aufsatzkamera 
zur Verfiigung. Die Mikrophotographien wurden mit einer Leica If und einem 
Mikroansatz in Verbindung mit dem Immersionsobjektiv Ol 100: 1, n. A. = 1,30, 
einem Okular Periplan 10mal und einer Blau-Gelb-Filterkombination hergestellt 
und ausschlieBlich an lebendem Material aufgenommen. Die Vergréferung aller 
Mikroaufnahmen betragt einheitlich 1250 : 1. 


Fiir die Vitalbeobachtungen wurde das Schwammparenchym herangezogen; 
cinerseits bestehen zwischen den drei bei Tradescantia vorhandenen Mesophyll- 
schichten in der Plastidenausstattung keine wesentlichen Unterschiede, andererseits 
sind die Plastiden in den grofen flachen Zellen des Schwammparenchyms weit- 
gehend an den zur Blattoberflache parallelen Zellwanden anzutreffen, Als Kriterien 
fiir die Vitalitét der Zellen galten Plasmastrémung und normales Aussehen von 
Zellkern, Plastiden, Chondriosomen und Sphirosomen sowie das Fehlen von Brown- 
scher Molekularbewegung (Strug ger 1954b). Um die Giftwirkung reinen destil- 
lierten Wassers auszuschalten, wurde als eisenfreies Untersuchungsmedium ein 
Phosphatpuffer nach Strugger (1949, S. 134) verwendet (pH-Wert = 7). Nach 
der Infiltration und Entliiftung der Gewebe mit Hilfe eines Rezipienten und der 
Wasserstrahlpumpe konnten die Schnitte in diesem Medium oft viele Stunden lang 
beobachtet werden, ohne daf sichtbare Stérungen der Vitalitét auftraten. Auch der 
bei zuckerhaltigen Lésungen leicht eintretende Bakterienbefall wurde nicht beob- 
achtet. 

Die Vitalbeobachtungen an chlorotischen Plastiden wurden durch Untersuchun- 
gen iiber die Farbbarkeit der Plastidenkomponenten Stroma und Grana mit basi- 
schen Farbstoffen erginzt. Nach den Erfahrungen von Strugger (1954, 1953, 
1954b) und seinen Mitarbeitern (Perner 1954, Grave 1954, Kaja 1954a, b, 
1956, Boing 1955, Bartels 1955, Fasse-Franzisket 1956, Spieker- 
mann 1957, Haber 1959) zeichnen sich die Grana erwachsener Chloroplasten und 
die Primargrana von Proplastiden und Leukoplasten — also die lamellar aufge- 
bauten Komponenten der Plastiden — durch eine starke Affinitaét zu basischen 
Farbstoffen aus. Auch die Granascheibchen in den albicaten Plastiden panaschierter 
Pflanzen (Strugger und Losada-Villasante 1956) und die grofen Grana 
etiolierter Plastiden verschiedener Mono- und Dikotvlen (Strugger und Kriger 
1960) zeigen die gleiche starke Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen; besonders gute 
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Resultate erzielten Strugger und Kriger mit Saéurefuchsin nach Altmann und 
mit Eisenhamatoxylin nach Heidenhain. 

In der Farbbarkeit von Plastideneinschliissen mit basischen Farbstoffen ist somit 
eine Nachweisméglichkeit fiir die Grananatur und den Lamellenaufbau dieser Ein- 
schliisse gegeben. Entsprechende Untersuchungen chlorotischer Plastiden wurden an 
fixiertem Material durchgefiihrt, das fiir Paraffinschnittserien in der iiblichen Weise 
vorbereitet wurde: Fixation und Entwasserung in der Alkoholreihe bis zur Stufe - 
des absoluten Alkohols entsprechen der Methodik fiir elektronenmikroskopische 
Priparate (Lamprecht 1961 b); tiber Methylbenzoat und Benzol gelangten die 
Objekte in Paraffin. Die Mikrotomschnittserien wurden, den Erfahrungen Str u g- 
gers und Krigers (1960) folgend, mit Eisenhimatexvlin nach Heidenhain ange- 
farbt (Romeis 1948, § 672). Vom schwach blaulich gefarbten Stroma heben sich die 
Grana bei guter Differenzierung tief dunkelblau bis schwarz ab. Die Osmiumsaure 
bedingt eine die Farbung stérende Schwarzung der Praparate. Die Schnitte wurden 
daher vor der Farbung mit HO, gebleicht (Ro meis 1948, § 1013). Eine Quellungs- 
behandlung mit 1% KOH (Strugger 1951) verdeutlichte die Granastrukturen 
ausgewachsener Chloroplasten, blieb aber bei chlorotischen Plastiden ohne sicht- 
baren Erfolg. 


Die Ausbildung der makroskopisch sichtbaren 
Chlorosesymptome bei Eisenmangel 


1. Beobachtungen an Kontrollpflanzen 


In kompletter Nahrlésung zeigen die Kontrollpflanzen nach der Bewur- 
zelung lebhaftes Wachstum. Schon 1—2 Tage nach Kulturbeginn haben alle 
Stecklinge an den blattfreien Knoten Adventivwurzeln ausgebildet, die im 
Verlauf einer Woche etwa 7—10cm lang werden, so daf die Pflanzen die 
Zugabe von Eisen-EDTA zu diesem Zeitpunkt ohne Schadigungen iiber- 
stehen. — Die neugebildeten Blatter sind glanzend dunkelgriin und kraftig 
bei durchschnittlich 50—65 mm Lange und 253—30 mm Breite; die Interno- 
dien sind gestreckt und dunkelgriin: die Wurzeln sind lang und diinn und 
durch einen Niederschlag von Eisen-EDTA braun gefarbt (Baumeister 
1958, S. 537). Das Langenwachstum der Adventivwurzeln ist gegeniiber der 
Ausbildung von Seitenwurzeln eindeutig vorherrschend (Abb. 1). Nach 
8—10 Wochen Kulturdauer treten an den Tradescantien Alterungserschei- 
nungen auf; die alteren Blatter und Wurzeln sterben ab, wahrend die jiin- 
geren Blatter braunfleckig werden und, zumeist an den Blattspitzen und 
-randern, verdorren. Fiir die Untersuchungen wurden jedoch nur vollkom- 
men gesunde und kraftige Pflanzen herangezogen. 


2, Beobachtungen an Eisenmangelpflanzen 


Als charakteristische Eisenmangelerscheinungen werden in der Literatur 
drtlich begrenzte chlorotische Verfarbungen der jiingsten Blatter von Hell- 
griin bis Weif bei griinbleibenden Nerven und Erhaltung der Terminal- 
knospe angegeben (Molisch 1892, Schropp 1934, 1951, Maier-Gei- 
senheim 1942, Bear 1949, Wallace 1951, Burghardt 1956). Diese 
Symptome konnien fiir Tradescantia bestatigt werden. 

Die Stecklinge entwickelten sich auch in der Eisenmangellésung sehr 
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iippig; das Wachstum der Mangelpflanzen entspricht iiber lange Zeit dem 
Wachstum der Kontrollen, jedoch macht sich bald eine zunehmende Stau- 


Tradescantia albiflora. Kulturgefa& mit Kontrollpflanzen in kompletter 
Nahrlésung. 
Tradescantia albiflora. KulturgefaB mit Versuchspflanzen in eisenfreier 
Nahrlésung nach 7 Wochen Kulturdauer. 


Abb. 1. 


Abb, 2. 


chung der Internodien und eine fortschreitend kleinere Ausbildung der 
neu entstehenden Blatter bemerkbar. Die letzten, vollkommen chlorotischen 
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Blatter erreichen kaum mehr die halbe Lange der Kontrollen. Die Wurzein 
der Eisenmangelpflanzen unterscheiden sich ebenfalls wesentlich von denen 
der Kontrollen: sie zeigen eine ungewohnlich reiche Ausbildung von Seiten- 
wurzeln und sind fast in ihrer gesamten Linge von einem regelrechten Haar- 
pelz umgeben, wahrend normal ernahrie Pflanzen nur kurze Wurzelhaar- 
zonen besitzen (Abb. 2). Mikroskopische Kontrollen ergaben, dafi die Rhi- 
zodermis dieser Wurzeln nur noch aus Trichoblasten besteht; alle Rhizoder- 
miszellen sind in ein langes Wurzelhaar ausgewachsen. Abweichend von An- 
gaben in der Literatur (Schropp 1951. Burghardt 1956) sind die 
Wurzeln des hier benutzten Objektes, Tradescantia albiflora, im funktions- 
fihigen Zustand in Eisenmangellésungen schneeweifi; eine Braunfarbung 
tritt erst mit dem Absterben der alteren Wurzeln auf. 

Bei anhaltendem Eisenmangel entwickelt sich jedes neugebildete Blatt 
stirker chlorotisch als das nachstiltere und behalt seine Farbung unter 
gleichbleibenden Bedingungen bis zum Absterben bei. Das spricht dafiir, 
daf das einmal beim Aufbau des Assimilationsapparates fesigelegte Eisen 
(nach Lie bich 1941 sind 82% des Gesamteisens der Pflanzenzellen in den 
Chloroplasten lokalisiert) aus lebendem Gewebe nicht wieder mobilisiert 
und den Meristemen zugefiihrt werden kann (Bear 1949, S. 37: Wallace 
1951, S.12, S.26; Baumeister 1958, S. 537). 

Ausgehend vom Normaltyp lassen sich zehn charakteristische Typen der 
Vergilbung bei Eisenmangel unterscheiden, die im folgenden mit rémischen 
Ziffern bezeichnet werden (Abb. 3). Die Stufen der Farbaufhellung, die bei 
der Beschreibung der Typen angefiihrt werden, entsprechen dem zuneh- 
menden Chlorosegrad des Gewebes: 

dunkelgriin — lebhaft griin — hellgriin — zartgriin — gelblichgriin — 
gelblich — hellgelb — zartgelb — farblos (vgl. A. Meyer 1918). 

Normaltyp: 

I Blatt einer Kontrollpflanze, gleichzeitig Typ der vor Kulturbeginn entfalteten 
Blatter; gro® und kraftig. saftig dunkelgriin mit lebhaft glainzender Ober- 
flache. 

Vergilbungstypen: 

If Erste Chloroseanzeichen: Aufhellung der Intercostalfelder (IF), von denen 
die Nervenzonen (N, die den lingsverlaufenden Hauptnerven unmittelbar be- 
nachbarten Mesophyllgewebe) dunkelgriin abgesetzt sind; die Vernetzung der 
Nervenzonen durch die ebenfalls dunkelgriinen Zonen der Quernervatur be- 
wirkt ein mosaikartiges. gefeldertes Aussehen dieses Blattyps. Oberflache 
glanzend. 

Die Kontraste von N und IF sind verwischt; keine Quervernetzung der Paral- 
lelnervatur. N lebhaft griin bis dunkelgriin; IF gelblichgriin bis hellgriin. 

’ N lebhaft griin. an der Basis aufgehellt; IF basal gelblichgriin, von der Mitte 
zur Spitze hin zunehmend hellgriin bis lebhaft griin. Blatt (wie bei allen fol- 
genden Vergilbungstypen) starr. Oberflaiche ohne Glanz. 

’N hellgriin, basal aufgehellt; IF basal gelblich, zur Spitze zunehmend gelb- 
lichgriin. 


N an der aufersten Basis hellgriin, im Mittelteil gelblich, zur Spitze zuneh- 
mend hellgriin; IF hellgelb. 
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VII Basis vollkommen einheitlich zartgelb; N erst vom zweiten Drittel an gelblich 
vom hellgelben Blattgrund abgehoben. 
VIII Blatt gelblich, N nur in den adufersten Basal- und Spitzenzonen zartgriin ab- 
gehoben. 
IX Blatt zartgelb, N nur in der Blattmitte hellgelb abgehoben. 
X Blatt véllig chlorotisch, zartgelb oder vollkommen farblos, héchstens wenige 
Millimeter der aufersten Spitze zartgriin gefarbt. 





Abb, 3. Vergilbungstypen der Blatter von Tradescantia albiflora bei Eisenmangel- 
D> fo) ig 5 

chlorose (obere Reihe y.1|.n.r.: I—V; untere Reihe v.].n.r.: VI—X). Naheres im 
: Text. 


Die zehn beschriebenen Blattypen folgen nicht alle unmittelbar an einem 
SproB aufeinander; zum Beleg sind in der Tabelle 1 Protokolle iiber die 
Blattfarbung der Haupttriebe von Mangelpflanzen dreier Kulturen wieder- 
gegeben. Vom 9. Blatt an entsprechen alle weiteren Blatter dem Typ X. 
sie werden aber in ihrem Flachenwachstum immer starker gehemmt, bis sich 
nach etwa 10 Wochen Degenerationserscheinungen auch auBerlich bemerkbar 
machen: die Blatter werden glasig oder bekommen trockene braune Flecke. 
die Knospen sterben schlieBlich ganz ab. 


3% Sekundare Ergriinungserscheinungen 
Eine Komplikation im Chlorosebild entsteht durch den Umstand, daB 


ohne Zugabe von Eisen eine Ergriinung der chlorotischen Blatter auftreten 
kann. Nach 7 bis 8 Wochen Kulturdauer beginnen die obersten und damit 
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jiingsten chlorotischen Blatter (X) von der Basis her dunkelgriin zu werden 
(Abb. 4). Es sind davon zunichst das letzte und das vorletzte voll entfaltete 
Blatt unter der Knospe betroffen; spiter kénnen auch die niachstilteren 
noch ergriinen. Die Ergriinung schreitet in breiter, scharf abgegrenzter 
Front bei sehr schmaler Ubergangszone zwischen chlorotischem und schon 
ergriintem Gewebe von der Blattbasis aus spitzenwarts fort. Nerven und 
Intercostalfelder ergriinen gleichzeitig. Es ergibt sich dabei der Eindruck 
eines sehr plétzlichen starken Schubes von physiologisch aktivem Eisen, das 
die zunichst vollkommen chlorotischen Blatter zum Ergriinen bringt. Dieses 


Tab. 1. Blattfarbung der Haupttriebe von Eisenmangelpflanzen. 





Blattypen 


Vor Kulturbeginn Unter der Einwirkung von 


vorhanden jisenmangel entfaltet 





Blatt Nr. 2 E ) 8 9 10 





Kultur vom 
11. 4. 1957 
GefaB 4c 
20 Tage 


Kultur vom 
26. 1.57 GefaB 8 
33 Tage 
54 Tage 


Kultur vom 
20. 12. 1956 
47 Tage Ill IV V | VEE 
53 Tage Ill IV V | VII 





Eisen kann nur aus den etwa nach dieser Zeit absterbenden iltesten Blat- 
tern und Wurzeln stammen, aus denen es beim Degenerationsprozef frei- 
gesetzt und in die Sprofspitzen geleitet wird; dort wird die bei Eisenman- 
gelkultur eingetretene Hemmung in der Plastidenentwicklung aufgehoben, 
und die Plastiden ergriinen zu voll funktionsfahigen normalen Chloro- 
plasten. Ist nach einiger Zeit das so frei gewordene Eisen fiir die Plastiden- 
ergriinung verbraucht, so entwickeln sich die danach neugebildeten Blatter 
wiederum wie vorher voll chlorotisch (X), bis das Wachstum ganz eingestellt 
wird und die Pflanzen absterben. 


Lichtmikroskopische Untersuchungen iiber die Struktur der 
Plastiden bei Eisenmangelchlorose 
1. Die Plastiden erwachsener griiner Blatter von Kon- 
trollpflanzen 


Die Plastiden erwachsener griiner Blatter entsprechen den von Heitz 
(1936, 1937), Strugger (1950, 1951), Grave (1954), Béing (1955), 
Fasse-Franzisket (1956) und Mudrack (1956) mitgeteilten Befun- 
den. In der Flachenansicht sind die Chloroplasten durchschnittlich 7 X 8 u 
groB. Bei langlich-elliptischem bis annahernd kreisformigem Umrif sind sie 
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dunkelgriin und ergeben im Blau- und UV-Licht eine starke Rotfluoreszenz 
(Eigenfluoreszenz des Chlorophylls). Sie besitzen zahlreiche stark licht- 
brechende, auch ohne Vitalfarbung deutlich sichtbare Grana (Abb. 5), deren 
Chlorophyllfluoreszenz besonders intensiv ist. Jedoch fluoresziert auch das 
Stroma; dabei konnte nicht entschieden werden, ob es sich um Eigenfluores- 
zenz der Stromapartien oder um Uberstrahlungen als Folge der Fluoreszenz 
von Chloroplasten aus Geweben in anderen optischen Ebenen handelt (Pali- 
sadenparenchym). 

Fast zu allen Jahreszeiten sind die Chloroplasten der Kontrollpflanzen 
stirkehaltig. Schon ohne Farbung mit Jod-Jodkalium heben sich die linsen- 
formigen Stairkekérner durch ihr Lichtbrechungsvermégen vom Stroma deut- 
lich ab und sind auch bei geringer Gréfe mit den Grana meist nicht zu ver- 
wechseln. Einen eindeutigen Nachweis liefert die Priifung mit Jod-Jod- 
kalium. Bei hohem Stirkegehalt kann die Starke die Chloroplasten weit- 
gehend deformieren und die Granastruktur vollkommen verdecken. Daher 
wurden die zu untersuchenden Objekte nach einer Priifung auf ihren Star- 
kereichtum etwa 48 Std. lang in einen Dunkelraum mit konstanter Tempe- 
ratur (20—22° C) gebracht. Der Abbau der Assimilationsstarke war nach 
diesem Zeitraum erfolgt, ohne daf sich Schadigungen an den Zellen nach- 
weisen liefen (Abb. 6). 

Die Zellkerne in normal ernahrten Pflanzen sind feingranular und besit- 
zen einen etwas dunkler erscheinenden Nucleolus. In allen lebenden Zellen 
herrscht eine oft recht lebhafte Plasmastrémung. In den Zellsaftraumen 
finden sich haufig Calciumoxalat-Kristalle in den verschiedensten Formen 
ausgebildet. In abgestorbenen Zellen zeigen die Kristalle starke Brownsche 
Molekularbewegung. 


2, Die Struktur der Plastiden bei zunehmender Eisen- 
mangelwirkung 

Der lebhaft griinen Farbung der ersten Blattypen (II—IV) entsprechend, 
werden die Chloroplasten zu Beginn der Eisenmangelchlorose noch weit- 
gehend normal ausgebildet. Zwar sind sie kleiner als gleichaltrige, den 
gleichen Blattzonen entstammende Chloroplasten aus Kontrollpflanzen, je- 
doch ebenfalls dunkelgriin und mit zahlreichen Granen versehen, die ohne 
Farbung deutlich erkennbar sind. Das Fluoreszenzbild entspricht dem- 
jenigen voll ausdifferenzierter Plastiden. In das Stroma eingelagert finden 
sich oft zwei bis mehrere Starkekorner (Abb. 7). 

Nach Behandlung mit Rhodamin B 1 : 10.000 in einem Phosphatpuffer 
(pH = 7, 15 min: Strugger 1949) heben sich die Grana der Plastiden 
dunkel vom leicht grau geténten Stroma ab. Die Farbung beruht auf einer 
elektiven Speicherung des elektroneutralen Farbstoffes durch die Lipoid- 
komponenten der Chloroplasten in den Granen. 

Bei anhaltendem Eisenmangel tritt mit der starkeren Vergilbung der 
folgenden Blattypen (V—IX) eine weitere Hemmung der Plastidenentwick- 
lung ein. Das Strukturbild der Plastiden ist jedoch, gemaf der unterschied- 
lichen Verteilung der Farbstoffe auf der Spreite (V, VI. VII), je nach Schnitt- 
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stelle sehr verschiedenartig. So findet man im Mesophyll der hell- bis leb- 
haft griinen Blattspitzen von Blittern des Vergilbungstyps VI—VII (Blatt- 
linge 36mm, Schnitt 26—28mm von der Blattbasis entfernt) stirkefreie. 
granareiche Plastiden, die in einzelnen Fallen eine grofe Vakuole auf- 
weisen kénnen (Abb. 8). Mittlere Gréfen dieser Plastiden: 5,8 X 4,4 uw. 

Dagegen besitzen die Mesophyllzellen der Blattmitte desselben Blattes 
(Schnitt 12—14 mm von der Blattbasis entfernt) in nervenfernen Zonen sehr 
kleine, stark reduzierte Plastiden. In einem chlorophyllfreien, schwach 
améboiden Stroma weisen sie wenige, gelegentlich nur zwei dunkle, stark 
lichtbrechende, ebenfalls chlorophyllfreie Grana auf (Abb. 9). Mittlere 
GréRen der Plastiden: 5,1 X 2,9 wu. 

Mit Jod-Jodkaliumlésung laBt sich leicht nachweisen, daf es sich bei 
diesen als Grana bezeichneten Einschliissen der chlorotischen Plastiden 
nicht um Starke handelt. Ihre Grananatur im Sinne von Strugger 
(1937, 1950, 1953, 1954a, b), Strugger und Losada-Villasante 
(1956), Grave (1954), Boing (1955), Fasse-Franzisket (1956) und 
Kriger (1957) kann mit Hilfe der Speicherung lipophiler Farbstoffe wie 
Rhodamin B (1 : 10.000, Phosphatpuffer vom pH = Wert 7, 20—30 min, vgl. 
Strugger 1949) nicht eindeutig festgestellt werden. Die Farbstoffauf- 
nahme und -speicherung scheint in lebenden chlorotischen Geweben stark 
gemindert zu sein. In osmiumsdaurefixiertem Material firben sich die Ein- 
schliisse chlorotischer Plastiden mit Hamatoxylin (s. S. 122) stark an und 
kénnen somit als Grana bezeichnet werden. Der Begriff Granum wird hier 
im weitesten Sinne zur Bezeichnung eines lamellar aufgebauten und licht- 
mikroskopisch distinkt abgegrenzten Bestandteils eines Plastids gebraucht, 
der sich durch sein Lichtbrechungsvermégen sowie durch seine Farbbarkeit 
mit lipophilen und basischen Farbsioffen auszeichnet. Die elektronenmikro- 
skopische Analyse chlorotischer Plastiden wird zeigen, daf® solche lamellaren 
Komponenten tatsachlich vorhanden sind. 


Abb. 4. Sekundiare Egriinungserscheinungen an ehemals voll chlorotischen Blittern 
von Tradescantia albiflora. 

Abb. 5 und 6. Erwachsene Chloroplasten aus dem Schwammparenchym der Blatter 
von Kontrollpflanzen (I), Abb. 6 nach 48 Std. Dunkelkultur, Lebend, ungefarbt. 
VergréBerung 1250: 1. 

Abb. 7. Chloroplasten aus dem Schwammparenchym eines Blattes vom Vergilbungs- 
typ IIL nach 48 Std. Dunkelkultur. Lebend, ungefirbt. VergréBerung 1250 : 1. 
Abb. 8. Starkefreies, chlorophyllhaltiges Plastid mit zahlreichen Grana; Schwamm- 
parenchym der Spitze eines Blattes von Vergilbungstyp VI—VII. Lebend. unge- 
farbt. VergréBerung 1250: 1. 

Abb. 9. Chlorotisches, chlorophyllfreies Plastid mit zwei stark lichtbrechenden 
Grana: Schwammparenchym der Mitte desselben Blattes. Lebend, ungefirbt. Ver- 
gréRerung 1250: 1. 


Abb. 10. Starkefiihrende Plastiden aus der Basis eines Blattes vom Vergilbungstyp 
V: a unbehandelt: b Starkenachweis mit KJ - J,. Lebend. ungefarbt. Vergréferung 
1250: 1. 
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Abb. 4—10. 


Protoplasma, Bd, LIIT/1 
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Die Plastiden aus den vollig farblosen Intercostalgeweben der Basis des 
auf S. 128 besprochenen Blattes (Schnitt 3—7 mm von der Blattbasis ent- 
fernt) sind ganzlich chlorophyllfrei und stark améboid und besitzen 2—3 
Grana. Mittlere Grofen der Plastiden: 4,6 X 2,8 u. In solchen Mesophyll- 
zellen, deren Plasma sich in lebhafter Strémung befand, fielen zahlreiche 
Calciumoxalat-Kristalle auf, die bei stark ausgepragter Eisenmangelchlo- 
rose offensichtlich besonders reichlich gebildet werden. 

Damit zeigt sich der schon auferlich an der Blattfarbung sichtbare Gra- 
dient der Ausbleichung — von der Spitze zur Basis des Blattes zunehmend 
— auch an der Plastidengarnitur der entsprechenden Mesophyllgewebe. 
und zwar findet sich 

1. in der Blattspitze eine weitgehende Formkonstanz der griinen. fast 
voll aus differenzierten Plastiden: 

2. in der Blattmitte eine zunehmende Entwicklungshemmung der Pla- 
stiden, die sich vor allem auf die Granastruktur auswirkt: 

3. in den Geweben der Blattbasis eine starke Reduktion und eine hohe 
Formvarianz infolge der Améboidie der chlorotischen Plastiden. 

So ist es auch verstandlich, daft in der Basis der Blatter vom Vergilbungs- 
typ V starker in ihrer Entwicklung gehemmte Plastiden zu finden sind als 
in der Spitze der Blatter vom Typ VI—VII. Die noch chlorophyllhaltigen 
Plastiden sind mit einer mittleren GréBe von 5.1 X 4,0 uw sehr viel kleiner 
als normale Chloroplasten. Infolge der Einlagerung zahlreicher grofer 
Starkekérner sind sie vollkommen deformiert: eine Granastruktur ist nicht 
zu erkennen (Abb. 10). 

Nach 48stiindigem Aufenthalt im Dunkelraum ist diese Starke weit- 


gehend abgebaut, wenn auch der Abbau bei Eisenmangel im Vergleich mit 
sehr stairkereichen Kontrollen etwas gehemmt ist. Mit Jod- Jodkalium sind 





Abb. 11. Starkefreie Plastiden mit mehreren Grana unterschiedlicher Gréfe aus 
der Basis eines Blattes vom Vergilbungstyp V nach 48 Std. Dunkelkultur. Lebend. 
ungefarbt. VergréBerung 1250 : 1. 

Abb. 12. Von Starkekérnern deformiertes. schwach chlorophyllhaltiges Plastid: 
Schwammparenchym eines Blattes vom Vergilbungstyp X. Lebend, ungefarbt. Ver- 
groéRerung 1250: 1. 

Abb. 13. Schwammparenchymzelle eines Blattes vom Vergilbungstyp X mit Kern 
und zahlreichen farblosen, schwach améboiden Plastiden im Plasmawandbelag: 
in vielen Plastiden sind 3—8 Grana von unterschiedlicher Gréfe nachweisbar:; im 
Zellsaftraum Calciumoxalat-Kristalle. Handzeichnung nach einem ungefarbten 
Vitalpraparat. 

Abb. 14. Améboide. chlorophyllfreie Plastiden mit 2—8 Grana aus dem Schwamm- 
parenchym von Blattern des Vergilbungstyps X. Lebend, ungefarbt. VergréBerung 
1250 : 1. 

Abb. 15—18. Starkste Hemmungserscheinungen infolge Eisenmangels in Blattern 
vom Vergilbungstyp X: 

Abb. 15. Ausschnitt aus dem Schwammparenchym; im Plasmawandbelag der Zellen 
zahlreiche kleine chlorophyllfreie Plastiden (Pfeile) mit nur einem Granum im 
schwach améboiden Stroma, Lebend. ungefiarbt. VergréBerung 1250 : 1, 
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immer noch wenige kleine Starkekérnchen im Stroma der chlorotischen 
Plastiden nachzuweisen. Eine Erklarung fiir diesen langsameren Abbau der 
nicht verbrauchten Reservestirke findet sich vermutlich in der verminderten 
Atmung, die nach Burghardt (1956) bei Eisenmangel auf 75% der Kon- 
trollen sinkt. — Die von ihrer Starke befreiten Plastiden sind schwach 
chlorophyllhaltig, stark améboid. meist véllig homogen oder aber mit weni- 
gen Grana unterschiedlicher GréRe versehen (Abb. 11). Die GréBe der Pla- 
stiden betragt nach dem Starkeabbau 5.0 X 3.3 w gegeniiber 5.1 X 4,0 w vor 
Beginn der Dunkelkultur. 

Ihren Héhepunkt erreicht die Eisenmangelchlorose nach etwa 35 bis 
6 Wochen mit der Ausbildung vollkommen chlorotischer Blatter. wie sie fiir 
Blattyp X beschrieben und abgebildet wurden. Bei der Untersuchung der 
Plastiden solcher Blatter laBt sich feststellen, da® in diesen auferlich so 
einheitlich chlorotischen Geweben je nach ihrem Alter die unterschiedlich- 
sten Differenzierungsgrade der Plastiden méglich sind. Alle diese Formen 
sind meist recht klein (4,2 X 1.9 uw) und besitzen, bei voll erhaltener Vitali- 
tat. hohe Amodboidie. Fluoreszenzoptische Kontrollen ergeben einen gerin- 
gen Gehalt oder ein vollstandiges Fehlen von Chlorophyll: meist sind die 
Plastiden farblos und so zart, daB es nicht leicht ist. sie mikrophotographisch 
abzubilden. Auf eine Farbung mit Rhodamin B wurde im allgemeinen ver- 
zichtet (s. S. 128). 

Die Plastiden des Vergilbungstyps X sind im allgemeinen starke- und 
chlorephyllfrei, optisch — im Vitalpraparat ebenso wie im Mikrotomschnitt 
nach der Anfairbung mit Eisenhaimatoylin (S. 122) — vollkommen homogen 
und lassen keine Granastruktur erkennen. In seltenen Fallen enthalten sie 


Starke (Abb. 12) oder aber — von dieser eindeutig zu unterscheiden — wenige 
Grana, die sich in vivo durch ihr hohes Lichtbrechungsvermégen und nach 
Fixation durch ihre elektive Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen aus- 
zeichnen (Abb. 13 und 14). 


Einer totalen Hemmung der Plastidendifferenzierung unter dem Ein- 
flu® der Eisenmangelchlorose entsprechen die chlorotischen Plastiden der 
Abb. 15—18: sie finden sich in Zellen, die auf Grund ihrer lebhaften 
Plasmastr6émung und des Aussehens ihrer Organelle als voll lebensfahig 
angesehen werden kénnen. Die Plastiden scheinen ihre Entwicklung in 
einem sehr jugendlichen Zustand abgebrochen und nur eine geringfiigige 
Substanzvermehrung erfahren zu haben: mit Langen von 2 bis 3 w sind sie 
die kleinsten iiberhaupt beobachteten chiorotischen Plastiden somatischer 
Zellen. In einem farblosen. améboid formveranderlichen Stroma weisen 
sie ein oder seltener zwei Grana von hohem Lichtbrechungsvermégen auf 
(Abb. 15—17). die den Primargrana der Monokotylen-Proplastiden auffal- 
lend ahneln (Strugger 1950, 1953, 1954a,b: Grave 1954; Boing 1955: 
Fasse-Franzisket 1956). Ob es sich bei diesen chlorotischen Plastiden 
tatsichlich um direkte Proplastidenabkémmlinge handelt. die in ihrer onto- 
genetischen Entwicklung gehemmt wurden und nur eine Vermehrung ihrer 
plasmatischen Substanz erfuhren, kann nicht endgiiltig entschieden werden. 
Sie finden sich ausschlieBlich in den duersten Blattbasen der jiingsten chlo- 
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rotischen Blatter unter der Knospe — in einem Gewebe also. das bei den 
Monokotylen besonders lange Zeit jugendlich bleibt und iteilungs- und 
differenzierungsfahige Zellen behilt. 

Fiir diese Deutung spricht eine am lebenden Priiparat beobachtete Gra- 
nateilung, die in einem Plastid einer solchen Zelle im Verlauf einer Stunde 
vollzogen wurde (Abb. 18). Das fast kugelige Plastid bewegte sich unter 
staindiger Drehung langsam mit der Plasmastrémung durch die grofe, flache 
Schwammparenchymzelle. In der Seitenansicht fiel eine ringférmige Ein- 
schniirung des Granums auf (5’). Die beiden sich trennenden Grana waren 
zeitweilig in Schraglage zu sehen und boten ein Bild flacher dunkler Scheib- 
chen (10’, 13’, 22’). Sie besaBen dann. wohl auf Grund ihrer Lage in ver- 
schiedenen optischen Ebenen, unterschiedliches Lichtbrechungsvermégen. 
Nach 50 Minuten war die Durchtrennung erfolgt. nach weiteren 60 Minuten 
lagen die beiden Grana in der Flichenansicht im Plastid nebeneinander. 

Diese Vitalbeobachtungen stehen mit dem von Strugger (1950, 1953, 
1954b), BGing (1955) und Strugger und Kriger (1960) geschilderten 
Teilungsmodus der Primirgrana der Proplastiden sowie demjenigen der 
Grana ergriinender etiolierter Plastiden verschiedener Mono- und Dikotylen 
in Ubereinstimmung. Sie geben, ebenso wie die Farbbarkeit mit basischen 
Farbstoffen, einen Beleg fiir die Granastruktur der Einschliisse chlorotischer 
Plastiden. 

Die lichtmikroskopische Struktur der chlorotischen Plastiden sowie das 
Vorkommen von Granateilungen sprechen dafiir, da die Frage nach der 
Entstehung der chlorotischen Plastiden im Sinne einer primaren Entwick- 
lungshemmung als Folge des Eisenmangels zu beantworten ist. Ein Abbau 
ausdifferenzierter Jungchloroplasten oder Chloroplasten zu derart einfachen 
Formen ist kaum denkbar. Auch kénnen bis zu diesem Stadium Schadigun- 
gen der Plastiden lichtmikroskopisch noch nicht fesigestellt werden. 

Wenn auch im lichtmikroskopischen Bereich eine Ahnlichkeit dieser chlo- 
rotischen Plastiden mit den Proplastiden der Monokotylen besteht, so darf 
jedoch nicht iibersehen werden, da neben der bei Eisenmangel eintretenden 
Entwicklungshemmung eine gewisse Substanzvermehrung — dhnlich wie 
bei etiolierten Plastiden (Strugger und Kriger 1960) — stattgefunden 
haben muB, durch die die Entwicklung der Plastiden u. U. in andere Bahnen 
gedrangt wird. Im sublichtmikroskopischen Bereich kann daher bei hoch- 
gradigem Eisenmangel mit anderen Feinstrukiuren gerechnet werden. Dem- 
entsprechend sind Plastidenstadien mit kristallgitterartigen Primargrana, 
wie sie von Heitz (1954), Le y on (1954c) und Perner (1956 a) beschrie- 
ben wurden, im Verlauf der elektronenmikroskopischen Untersuchungen an 
chlorotischen Plastiden niemals gefunden worden. Andererseits ist zu be- 
riicksichtigen, da diese maximal gehemmien chlorotischen Plastiden nur 
iuBerst selten auftreten und daB iiberdies die Orientierungsméglichkeiten 
am fixierten, eingebetieten Material sehr viel ungiinstiger sind als bei Vital- 
beobachtungen. 


Nach sehr lange anhaltender Kultur in eisenfreier Nahrlésung unter- 
liegen die chlorotischen Plastiden der lipoiden und vakuoligen Degeneration 
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(K iister 1956). Entmischungen der Plastidenkomponenten und Ausbildung 
mehrerer Vakuolen von unterschiedlicher GréRe stellen sich fast gleich- 
zeitig mit Schadigungen der iibrigen Zellorganelle und des Plasmas ein und 
fiihren schlieBlich zum Absterben der Zellen (Abb. 19 und 20). 

Fiir diese Endstadien der Eisenmangelchlorose sind in noch lebenden 
Zellen mit strémendem Plasma die folgenden charakteristischen Eigen- 
schaften festzustellen: 

1. das Fehlen von Chlorophyll: 

2. Améboidie und bizarre Form der geschiidigien Plastiden: 

3. das Vorkommen zahlreicher grofer und kleiner Vakuolen, die die 
Stromasubstanz zerreifen und unférmig auftreiben: 

4. das Auftreten schwarzer. stark lichtbrechender Einschliisse von unter- 
schiedlicher GréBe. die in Dimension und Lage keine GesetzmaBigkeiten 
aufweisen und keine direkten Beziehungen zu den Grana der Plastiden 
herzustellen erlauben: sie miissen als Artefakte aufgefaBt werden. 

In mechanisch geschidigten Zellen — zum Beispiel am Schnittrand — 
findet man an Stelle der beschriebenen vitalen oder degenerierenden Plasti- 
den des iibrigen ungeschidigten Gewebes kleine kugelige Blaschen ohne 
jede Innenstruktur (Abb. 21). Die Abkugelung ehemals améboider chloro- 
tischer Plastiden kann in solchen Zellen oftmals unmittelbar verfolgt wer- 
den. Mit der Einwirkung von Eisenmangel haben diese Degenerations- 
formen also nichts zu tun. 

Auf die hochgradige Empfindlichkeit von Proplastiden gegeniiber mecha- 
nischen Schadigungen und Anderungen der dueren Bedingungen weist 
u.a. Fasse-Franzisket (1956, S. 202) hin. So kénnte auch in der 
leicht eintretenden Abkugelung der chlorotischen Plastiden ein Hinweis auf 
ihre relativ jugendliche Natur gegeben sein. 


Abb. 16. Farblose. schwach améboide Plastiden mit 1—2 Grana: Schwammparen- 
chym. Lebend. ungefarbt. VergréBerung 1250 : 1. 

Abb. 17. Schwammparenchymzelle eines Blattes vom Vergilbungstyp X mit chloro- 
phyllfreien. schwach améboiden unigranuliren Plastiden; in wenigen Plastiden 
2—3 Grana. Handzeichnung nach einem ungefiarbten Vitalpriiparat. 

Abb. 18. Stadien der Granateilung nach 5, 10, 13. 22. 50 und 110 Minuten in einem 
chlorotischen Plastid wie in Abb. 17. Handzeichnung nach einem lebenden, unge- 
farbten Praparat. 

Abb. 19 und 20. Zunehmende Degeneration chlorotischer Plastiden als Folge lange 
andauernder Kultur in eisenfreier Nahrlésung: 

Abb. 19 und 19a. Degenerierende chlorotische Plastiden mit bizarren Umrissen. 
groBen und kleinen Vakuolen und dunklen Einschliissen von ungleichmafiger Lage 
und Gréfe. Lebend, ungefarbt. VergréBerung 1250 : 1. 

Abb. 20. Vakuolig degenerierte Plastiden und grob strukturierter Kern als Zeichen 
fiir eine weitgehend irreversible Schadigung infolge lange anhaltenden Eisenman- 
gels (vgl. Lamprecht 1960b. Abb. 18—20). Lebend. ungefirbt. VergréBerung 
1250 : 1. 


Abb. 21. Abkugelung chlorotischer Plastiden als Folge mechanischer Schadigung 
der Zellen. Naiheres im Text. Lebend. ungefarbt. VergréBerung 1250 : 1. 
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3%. Die sekundiare Ergriinung chlorotischer Plastiden 


Eine Ergriinung der chlorotischen Plastiden, wie sie schon Zim mer- 
mann (1893) beschreibt, ist nur méglich, solange das Differenzierungs- 
vermoégen der Plastiden ungestért erhalten ist. Diese Voraussetzung ist bei 
den geschilderten Degenerationsformen irreversibel entmischter und vakuo- 
lisierter Plastiden nicht mehr gegeben, wohl aber bei den vitalen, propla- 
stidenahnlichen. stark améboiden Plastiden. wie sie z.B. an Hand der 
Abb. 14 und 15 beschrieben wurden. Es ist jedoch auferordentlich schwierig. 
die Grenze zwischen ergriinungsfahigen, nur in ihrer Entwicklung gehemm- 
ten Plastiden einerseits und irreversibel geschadigten chlorotischen Plastiden 
andererseits zu ziehen; auf Grund mikroskopischer Befunde allein ist diese 
Unterscheidung nicht méglich. 

DaB sich bei der bereits beschriebenen sekundaren Ergriinung (S. 125) 
tatsaichlich chlorotische Plastiden zu assimilierenden griinen Chloroplasten 
entwickeln, belegt Abb. 22. In der sehr schmalen kritischen Zone zwischen 
noch chlorotischhem apikalen und schon ergriintem basalen Blattgewebe 
finden sich diese Stadien im Abstand von wenigen Zellen dicht beieinander: 
amoéboide, sehr schwach chlorophyllhaltige Plastiden mit 3—4 Grana 
(Abb. 22a); formstabilere, chlorophyllhaltige. starkefreie Plastiden mit 
8—10 Grana (Abb. 22b): schlieBlich véllig ergriinte junge Chloroplasten. 
die dicht mit grofen Starkeschollen bepackt sind (Abb. 22 c). 


Systematische Ergriinungsversuche wurden nicht durchgefiihrt. 


4. Die Plastiden der Epidermis und der SchlieBzellen 
Die Leukoplasten der Epidermiszellen von Tradescantia albiflora sind 
bereits von Zimmermann (1893, S. 3) eingehend untersucht worden. Ihre 
auffallend grofen, stark lichtbrechenden Grana bezeichnet Zim mer- 
mann als Leukosomen. K aja wies 1956 an den prinzipiell gleich gebauten 
Leukoplasten von Chlorophytum comosum nach, da sich die Grana durch 
aufeinanderfolgende Teilungen aus einem Primargranum bilden. 

In ungeschadigten Epidermiszellen sind die Leukoplasten in vivo oft 
sehr gut zu erkennen, vor allem, wenn sie mit der Plasmastrémung im 
Wandbelag der Aufenperiklinen durch die Zelle transportiert werden 
(Abb. 23). 

Es ist bemerkenswert, da® die Struktur der Leukoplasten auch bei hoch- 
gradigem Eisenmangel vollkommen normal erhalten bleibt. Diese nicht assi- 
milierenden, im Vergleich zu Chloroplasten einfach organisierten Plastiden- 
typen werden also durch Eisenmangel nicht sichtbar beeinfluft. 


Die SchlieBzellen nehmen nicht nur im Gesamtverband der Epidermis, 
sondern im ganzen Blatt eine Sonderstellung ein (Weber 1926). Die oft 
sehr starkereichen Chloroplasten der Stomata bleiben auch bei Eisenman- 
gel viel langer funktionsfahig als die Plastiden der Mesophylizellen und 
bewahren ihre normale Chloroplastenstruktur. Erst wenn sich in den Meso- 
phylizellen schon weiitgehend irreversibel geschadigte Plastiden zeigen, 
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sind die Chloroplasten der SchlieBzellen kleiner als in Kontrollen: jedoch 
besitzen sie noch immer Chlorophyll und mehrere Grana, meist auch 2—3 
Stirkekorner. 








Abb. 22 a. b. c. Sekundir ergriinende chlorotische Plastiden aus der kritischen Zone 
eines ergriinenden, ehemals chlorotischen Blattes vom Typ X. Néaheres im Text. 
Lebend. ungefarbt. VergréRerung 1250: 1. 


Abb. 23 und 23a, Leukoplasten aus Epidermiszellen chlorotischer Blatter vom Ver- 
gilbungstyp X. Die Struktur der Leukoplasten — ein bis vier grofe, stark licht- 
brechende, chlorophyllfreie Grana in farblosem Stroma — bleibt auch bei hoch- 
gradigem Eisenmangel erhalten. (Abb. 23. Handzeichnung nach einem ungefarbten 
Vitalpraparat. Abb. 23 a, Lebend, ungefarbt. VergréBerung 1250 : 1.) 


Ahnliche Beobachtungen machten K iister (1956, S. 391) und Kenda, 
Thaler und Weber (1953) an vergilbten Blattern: bei einer Reihe ver- 
schiedener Pflanzen war beim Vergilbungsprozef in den SchlieBzellen die 
Umwandlung der Chloroplasten in Chromoplasten nicht erfolgt. 
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> Messungen zum Vergleich der Grébenverhiltnisse 
normaler und chlorotischer Plastiden 


In den besprochenen lichtmikroskopischen Untersuchungen wurde eine 
zunehmende Hemmung der Plastidenentwicklung bei anhaltender Eisen- 
mangelwirkung festgestellt. Um diese Befunde auch quantitativ zu sichern, 
wurden vergleichende Messungen an chlorotischen Plastiden der verschieden- 
sten Stadien und an Chloroplasten aus Blattern von Kontrollpflanzen vor- 
genommen. 

Die Messungen wurden ausschlieBlich an eindeutig vitalen Zellen durch- 
gefiihrt. In Handschnitten von Blattpartien méglichst einheitlichen Chlorose- 

grades wurden Liings- und 
wT Querachse der Flichenan- 
sichten von Plastiden aus 
mehreren —untereinander 
gleichwertigen Zellen ver- 
messen. Im folgenden wer- 
den die beiden Durchmesser 
der Plastiden der Einfach- 
heit halber als,,.Lingen* und 
Breite’" .. Breiten* bezeichnet. Die in 
den Kurven wiedergegebe- 
nen Mefpunkte stellen Mit- 
telwerte aus je 20 Messun- 
P ; x : gen dar. Eine gréRere An- 
zahl von Mefwerten war nur 


"Lange" 











Blatt 2 3 “ 5 6 


Fig. 1. Die GréBenabnahme der Plastiden bei zu- in einigen Fallen zu erhal- 
nehmender Einwirkung von Eisenmangel (vgl. ten, da in den begrenzten 
Tab. 2). Gewebestiicken nur wenige 

Plastiden in einer fiir Mes- 

sungen idealen Lage anzutreffen waren : Messungen mit 30 Einzelwerten 
ergaben auferdem keine prinzipiell unterschiedlichen Verteilungskurven. 


Tabelle 2. 





— Fe, Kultur vom 20. 12. 1956 (56—60 Tage alt) 





Blatt Nr. 

Gesamtlange des Blattesin Millimetern 

Typ 

Schnitt, Millimeter von der Basis . 

Lange’ inp . 

MMII Soo ss ele ae 5, J 2,9 


Der makroskopisch und lichtmikroskopisch festgestellte Gradient der zu- 
nehmenden Vergilbung von den alteren zu den jiingeren Blattern einerseits 
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und von der Spitze der einzelnen Blatter zur Basis andererseits kommt auch 
in den nachstehenden MeBkurven zum Ausdruck. 


In Fig. 1 sind die Langen und Breiten von Plastiden aus dem Schwamm- 
parenchym der Basis von 3 aufeinanderfolgenden Blattern bei zunehmender 
Chlorose wiedergegeben. Die Daten sind der Tabelle 2 zu entnehmen. 

o-oo 


Der Zweig besa sechs voll entfaltete Blatter. von denen Blatt 2 dem Ver- 
gilbungstext III—IV entspre- 
chend die ersten Chlorose- £4 
symptome zeigte. Die Pla- 7 
stiden waren 6,60x5,0y grok, 
griin und besafen zahlreiche 
Grana und einzelne Stirke- 
k6rner. 

Das dem Typ V entspre- 
chende 3. Blatt wies ahnliche, 
lebhaft griine, wenig kleinere 
Plastiden auf (6,354.4 uw), in 
denen Grana noch immer 


’ : a 
deutlich nachweisbar waren, 








Stiirke jedoch fehlte. Blatt Nr 


Das 4. Blatt entsprach mit 
gleichmiafig zartgelber Fiir- 
bung dem Blattyp X. Seine 
Plastiden waren mit einer 
mittleren GréRe von 3,9 x 2.9u 
sehr viel kleiner als die der 
ailteren Blatter, von hellem 
Griin und oft améboid ausge- 
zogen. Grana waren nur ver- 
einzelt sehr undeutlich zu er- 
kennen; der Stairkenachweis 
blieb negativ. 








Das 5. Blatt (Typ X) war = Blatt Nr. 2 3 4 5 
noch stirker chlorotisch als Fig.2. Die GréBenabnahme der Plastiden bei 
das vorangegangene und v6l- zunehmender Einwirkung von Eisenmangel. 
lig farblos. Die stairkefreien, gemessen im Schwammparenchym der Blatt- 
zartgriinen Plastiden besafen spitze, -mitte und -basis von vier aufeinander- 
wenige Grana in unterschied- folgenden Blattern (vgl. Tab. 5). 
lichen Grofen. Die erhdhte 
Amdboidie dieser Plastiden kommt in dem gréBeren Mittelwert fiir die Lan- 
gen zum Ausdruck (4,1 X 2.8 w). 

Das jiingste Blatt (6). das sich gerade aus der Knospe entfaltet hatte. 
war ebenfalls farblos und nur an der Spitze zartgriin getént (Typ X). Die 
farblosen, stirkefreien Plastiden besaBen 1—3 Grana, Auch hier fanden 
sich oft améboide Stromafortsatze (3,9 X 2,8 wu). 
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Die Fig. 2 bringt eine prinzipiell ahnliche Darstellung (vgl. Tab. 3). Die 
Plastiden aus dem Schwammparenchym von vier aufeinanderfolgenden Blat- 


a 


4 


+ 











Fig. 3. Der Chlorosegradient in vier aufeinanderfolgenden Blattern einer Eisenman- 

gelpflanze, dargestellt an den Gréfen der Plastiden des Schwammparenchyms der 

Blatispitze, -mitte und -basis. Die Daten sind der Tab. 3 zu entnehmen. Niaheres 
im Text. 


tern wurden hier sowohl an der Blattbasis als auch in der Blattmitte und nahe 
der Spitze gemessen. Langen und Breiten sind getrennt gezeichnet. Innerhalb 


Tabelle 5. 





— Fe, Kultur vom 28. 2. 1957 (48 Tage alt) 





Lo. Ea ae 2 3 


Gesamtlange des Blattes... . 36 


Typ 


aT 


vVI-VII 


Schnitt (mm von der Basis) 
Lange in wu. 
»,Breite* in uw. 


| SPITZE 


7 
vi 


Schnitt (mm von der Basis) 
,,Lange* in uw. 


MITTI 


, Breite* in w. 


Schnitt (mm von der Basis) 
»,Lange* in uw. 


BASIS 


,».Breite* in wu. 





Die Feinstruktur der Plastiden von Tradescantia albiflora 141 


eines Blattes sind — dem Chlorosegradienten entsprechend — die Plastiden 
der Blattspitze am gréften, die der Basis — als der am starksten chloroti- 
schen Blattzone — am kleinsten. Eine Ausnahme machen die Plastiden der 
jiingsten chlorotischen Blatter: hier sind die Langen der Plastiden aus der 
Basis gréBer als diejenigen aus der Blattmitte und der Blattspitze: die 
Plastiden dieser Gewebe sind — im Gegensatz zu allen anderen — stark 
amoéboid. Die sich iiber- 
schneidenden Werte fiir 
die Liaingen und Breiten 
der Plastiden des 2. Blat- 
tes liegen innerhalb der 
natiirlichen Schwankungs- 
breite. 


Bh 
4 "Lange" 


Der Chlorosegradient 
innerhalb der einzelnen 
Blatter kommt in Fig. 3 
klarer zum Ausdruck. Die 








Lingen und Breiten der 
Plastiden wurden fiir die 
einzelnen Blatter getrennt 
und in Abhingigkeit von 
der Lage der Schnitte auf 
der Blatispreite darge- 
stellt. Auf der Abszisse 
ist die Gesamtlinge der 
untersuchten Blatter abge- 
tragen. Die Blattspitze ist 
links zu denken, die Basis 
rechts. Im Abstand der 
Schnittstelle von der Blatt- 
basis sind die Lingen und ; 


“Breite” 








Breiten der Plastiden der Blatt 2 3 4 5 6 
drei untersuchten Blatt- Fig. 4. Die Gréfe der Chloroplasten von Kon- 
zonen auf der Ordinate trollpflanzen, gemessen im Schwammparenchym 
abgetragen. Blatt 2 zeigt der Blattspitze, -mitte und -basis von fiinf auf- 
nur zufillige Unterschiede einanderfolgenden Blattern (vgl. Tab. 4). 
zwischen den Plastiden der 

drei Blattzonen, Blatt 3 eine deutlichhe GréBenabnahme der Plastiden von 
der Spitze zur Basis. In den Blattern 4 und 3 macht sich die erhéhte Am6- 
boidie der Plastiden der Blattbasis in einem sprunghaften Ansteigen der 
Langen bei sehr kleinen Werten fiir die Breiten bemerkbar. — Die Daten 
entsprechen denen der Fig. 2 (vgl. Tab. 3). 


Vergleichende Messungen an Konirollen wurden an fiinf aufeinander- 
folgenden voll entfalteten Blattern im Schwammparenchym der Basis, Mitte 
und Spitze eines jeden Blaties vorgenommen (Fig. 4, Tab. 4). Die Plastiden- 
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erdBen liegen in allen drei Zonen fast immer sehr eng beisammen und ver- 
mindern sich fiir die Langen ebenso wie fiir die Breiten von den alteren zu 
den jiingeren Blattern nur um rund f «. In den jiingsten Blattern sind die 


“ 
A ae 


"Breite" 


——— 
a 


ae = 
Blatt 2 4 











g. 3. Die GréRe der Chloroplasten in fiinf aufeinanderfolgenden Blattern einer Kon- 
trollpflanze. Die Daten sind der Tab. 4 zu entnehmen. Naheres im Text. 


Plastiden noch nicht zu ihrer endgiiltigen GréBe herangewachsen. Die weitere 
GroéBenzunahme ist allerdings nur noch gering. 


Tabelle 4. 





Kontrolle 





Blatt Nr. . 


Gesamtlange des Blattes . 


Typ 


> 


Schnitt (mm von der Basis) 


,.Lange* in u 


SPITZE 


..Breite in u 


x 
“ 


Schnitt (mm von der Basis) 2 18—20 


Bas | a 5 7.3 


MITTE 


7.5 
RS ae) : 3.7 5 Ey | 6,2 


Schnitt (mm von der Basis) 


,.Lange** in wu 


BASIS 


»Breite“* inw . 
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Bei einer Auftrennung der Meftwerte fiir die einzelnen Blatter entspre- 
chend der Fig.3 zeigt sich nur in den jiingsten Blattern (5, 6) eine GréBen- 
abnahme der Plastiden von der Spitze zur Basis (Fig. 3, Tab. 4). Die basalen 
Zonen der Monokotylenblatter bleiben besonders lange wachstums-, tei- 
lungs- und differenzierungsfahig. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Stecklinge von Tradescantia albiflora (Kth.) wurden in Wasserkultur 
eisenfrei aufgezogen. Kontrollen erhielten 10 mg Fe/l Nahrlésung in Form 
des EDTA-Chelats. Die vor Kulturbeginn vorhandenen Blatter behalten 
ihre dunkelgriine Farbung bis zum Absterben bei. Wahrend der weiteren 
Entwicklung der Pflanze macht sich der Eisenmangel an einer fortschreiten- 
den Aufhellung der neugebildeten Blatter bemerkbar, die zuniachst die 
Intercostalfelder, dann von der Basis aus allmahlich das ganze Blatt er- 
faBt. Die jiingsten chlorotischen Blatter erreichen kaum die halbe Lange 
der Blatter von Kontrollpflanzen und sind schneeweif. 

2. Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung zeigte sich, daB nicht allein 
der Chlorophyllmangel diese Symptome bedingt. Der fortschreitenden Ver- 
gilbung der Blatter entspricht eine Reduktion der Plastiden: GréBe, Diffe- 
renzierungsgrad und Formstabilitaét gehen bei anhaltendem Eisenmangel 
immer mehr zuriick: jedes einzelne Plastid behalt seinen einmal erreichten 
Differenzierungsgrad jedoch bis zum Absterben des Blattes bei. 

3. Nach lange anhaltender Kultur in eisenfreier Nahrlésung treten an 
den chlorotischen Plastiden Degenerationserscheinungen auf, die von mecha- 
nischen Schadigungen einwandfrei unterschieden werden kénnen. 
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Die Cytologie hat nicht nur eine seit der Entdeckung der Zelle bis heute 
anhaliende, ja sogar sich steigernde Dynamik entfaltet, sie ist wie kaum ein 
anderes Wissensgebiet mit immer mehr Nachbardisziplinen innigst ver- 
kniipft. Die altesten Beriihrungspunkte sind die Embryologie und spater 
die Genetik: in neuester Zeit hat die Biophysik und der zur Cytochemie 
ausgebaute Zweig der Biochemie dieser Wissenschaft einen neuen, aufer- 
ordentlich starken Auftrieb verliehen, wobei allmahlich auch die Grenzen 
zur Zellphysiologie zu verschwimmen beginnen. Es muf daher als ein Wag- 
nis erscheinen, ein so weitreichendes und nicht einmal scharf abzugrenzendes 
Wissensgebiet iibersichtlich darzustellen. Es sei vorweggenommen, das Wag- 
nis, dem sich Swanson, Professor der Biologie an der John Hopkins- 
Universitat, Baltimore, unterzogen hat, erscheint vollkommen gegliickt. Ein 
Blick auf das Inhaltsverzeichnis schon zeigt die gebotene Sioffiille und die 
Spannweite der hier behandelten Probleme. Nach einer historischen Ein- 
leitung werden kurz die Gerate und Methoden der modernen Zytologie ge- 
sireift. Ein Uberblick iiber den Bau der Zelle, die Zellteilung, Befruchtung 
und Fortpflanzung bei Pflanze und Tier und die Chromosomentheorie der 
Vererbung bildet die Grundlage der Darstellung. Die folgenden Abschnitie 
behandeln die Struktur der Chromosomen und ihre qualitativen und quan- 
titativen Anderungen, ihre Bewegungen. den Austausch und die Chiasmen, 
Verainderungen im chromosomalen Verhalten (Chimiren, Endomitose, 
Chromosomenreduktion und -diminution, Aberrationen usw.) sowie die 
Struktur und Wirkungsweise der Gene. Die Bakterien und Viren werden 
entsprechend ihrer Sdchliisselstellung in der modernen Cytogenetik gebiih- 
rend beriicksichtigt. Die letzten Kapitel befassen sich mit der Evolution der 
cytologischen Systeme. Seinen besonderen Wert erhalt das Buch nicht allein 
dadurch, daf die immense Literatur vor allem des letzten Jahrzehnts ver- 
arbeitet ist (sie wird bis 1957 beriicksichtigt), sondern auch dadurch, daf 
stets Gesicheries und noch Problematisches auseinandergehalten wird. 
Manchmal iiberrascht, da} gegeniiber Fakien, die man als bereits gesichert 
anzunehmen gewohni ist, noch eine gewisse Zuriickhaltung geiibt wird. 
Hervorzuheben ist auch die treffliche und iiberaus reiche Bebilderung. 
Swansons Werk gibi somit eine zuverlassige, umfassende und kritische 
Ubersicht des derzeitigen Standes der Cytogenetik und Ref. glaubt mit 
seiner Meinung nicht zu iibertreiben, da damit ein Standardwerk geschaf- 
fen worden ist. Es ist daher besonders zu begriiBen, da® es dank der aus- 
gezeichneten Ubersetzung Rébbelens nun auch den Interessenten im 
deutschen Sprachraum ohne Schwierigkeiten zuganglich ist und hier eine 
empfindliche Liicke bestens ausfiillt. Die deutsche Ausgabe ist, wie der 
Ubersetzer angibt, gegeniiber dem Original nur geringfiigig erweitert, einige 
Abbildungen wurden neu gezeichnet und das Literaturverzeichnis ergiinzt. 
Die iiberaus zahlreichen Literaturhinweise erleichtern das weitere Eindrin- 
gen in jedes der behandelten Teilgebiete. O. Hartel (Graz). 
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